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es  una  enfermedad  compleja  causada  por  cambios  comunes  en  la  población  en  un  número 
indeterminado  de  genes,  en  combinación  con  factores  ambientales.  La  identificación  y 
caracterización de estos cambios comunes han sido el objetivo de la presente tesis doctoral. Se 
siguió un diseño de estudio de asociación caso‐control con una selección de 33 genes candidatos, 
19  de  ellos  implicados  en  funciones  de  reparación  del ADN,  y  14  genes  con  funciones  en  el 
control del  ciclo  celular, genotipando un  total de 169 SNPs en 547  casos de  cáncer de mama 
esporádico  y  552  controles de población normal.  Los  resultados de  asociación  de  genotipo  y 
fenotipo,  así  como  los  análisis  funcionales  realizados  han  establecido,  principalmente,  la 
implicación  de  dos  genes  de  las  familias  FANC  y  E2F  en  el  desarrollo  del  cáncer  de mama 
esporádico. Un SNP codificante sinónimo en el gen FANCD2 se asoció con  la enfermedad, y  la 
búsqueda  de  otras  variantes  putativas  causales  identificó  un  cambio  de  novo  en  su  región 
promotora que presentó una  tendencia  a estar  asociado  con el  cáncer de mama. Un  SNP en 
3’UTR del gen E2F1, por su parte, mostró asociación con la enfermedad y se apuntó a un efecto 
del mismo  en  el  sistema  de  regulación por microRNAs.  Este  trabajo, por  tanto, ha permitido 
poner de manifiesto una mayor  implicación de  los  SNPs  reguladores  en  la  caracterización de 
patologías complejas como es el cáncer de mama. 
Sporadic breast cancer, which involves up to 95% of all breast cancer patients, has been 
defined  as  a  complex  disease  and  is  caused  by  common  variants  in  a  large  and  undefined 
number of genes, together with environmental factors. The identification and characterization of 
common variants  in novel breast cancer genes have been  the main objectives of  this  thesis. A 
case‐control association study was applied using a selection of 33 candidate genes: 19 of them 
are  involved  in  the  DNA  repair  pathway,  and  14  genes  in  the  cell  cycle  control  pathway, 
genotyping a total of 169 SNPs in a cohort of 547 sporadic breast cancer cases and 552 controls. 
Results  of  genotype  and  phenotype  associations,  together  with  functional  studies  have 
established  the  involvement  from  two genes of  the FANC and E2F  families  in  sporadic breast 
cancer development. A synonymous coding SNP in FANCD2 was shown to be associated with the 
disease, and the screening for other putatively causative variants identified a novel SNP located 
at  the  promoter  region  of  this  gene, which  showed  a  tendency  to be  associated with breast 
cancer. In contrast, a SNP at the 3’UTR of E2F1 showed an association with disease and evidence 
pointed out to an effect of this SNP on the microRNA regulation system. Therefore, the obtained 
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ATR:  Proteína  relacionada  con  ataxia  telangiectasia  y  Rad3  (ataxia  telangiectasia  and 
Rad3 related protein). 
Bcl‐2: Proteína de linfomas de células B tipo 2 (B‐cell lymphoma protein 2). 







BRCAX:  Proteína  de  susceptibilidad  a  cáncer  de mama  de  tipo  desconocido  (breast‐
cancer susceptibility gene X). 
BRG1: Proteína activadora de  la  transcripción y  la división mitótica  (BRM/SWI2‐related 
gene 1). 
BRIP1: Proteína helicasa que  interacciona con el extremo C‐terminal de BRCA1  (BRCA1 






























































Ki‐67:  Proteína  identificada  con  el  anticuerpo monoclonal  Ki‐67  (antigen  identified  by 
monoclonal antibody Ki‐67). 
MAF: Frecuencia del alelo menor (minor allele frequency). 
MALDI‐TOF:  Desorción‐ionización mediante  láser  asistida  por matriz‐tiempo  de  vuelo 
(Matrix‐Assisted Laser Desorption/Ionization ‐ Time‐Of‐Flight). 































RBL1:  Proteína  parecida  a  RB  tipo  1,  también  denominada  p107  (retinoblastoma‐like 
protein 1). 
RBL2:  Proteína  parecida  a  RB  tipo  2,  también  denominada  p130  (retinoblastoma‐like 
protein 2). 
RE: Receptor de estrógeno. 































































La  glándula mamaria  está  formada  por  tres  tipos  de  tejidos:  glandular  de  tipo 
túbulo‐alveolar,  conjuntivo que  conecta  los  lóbulos,  y  adiposo que ocupa  los espacios 
interlobulares.  Cada  glándula  mamaria  se  compone  de  quince  a  veinte  lóbulos  que 
desembocan, a través de un sistema tubular, en  los conductos galactóforos que vierten 
leche en el pezón tras el parto. Los lóbulos mamarios están constituidos por numerosos 
lobulillos  que  se  encuentran  unidos  entre  sí  por  tejido  conjuntivo,  vasos  sanguíneos, 
vasos linfáticos y por su sistema excretor, los conductos galactóforos. Los lobulillos, a su 
vez,  están  formados  por  diez  a  cien  acinos,  cada  uno  con  un  conducto  excretor 
denominado  conducto  terminal.  Los  acinos  están  estructurados  por  un  conjunto  de 
células secretoras que producen  la secreción  láctea y conforman una cavidad a  la cual 




Figura  1:  Estructura  del  tejido 
mamario:  lóbulo,  lobulillos,  acinos, 
conductos  galactóforos,  conductos 

















o  cúbico  envuelto  por  células  mioepiteliales,  rodeado  de  tejido  conectivo  y  fibras 
elásticas. En ambos casos  las células epiteliales secretoras constituyen  la capa  luminal, 
mientras que las células mioepiteliales representan la capa basal. 
La estructura de la glándula mamaria varía con la edad y está influenciada por los 






formaciones  fibroquísticas  que  pueden  resultar  dolorosas  pero  no  cancerígenas.  Sin 
embargo, en los casos en los que se produce un crecimiento anormal y desordenado de 





El  cáncer  de mama  se  clasifica  de  diversas  formas:  en  función  de  su  carácter 
familiar o de aparición esporádica, del lugar de la mama donde se produce el crecimiento 
anormal  de  las  células,  del  tipo  de  célula  afectada,  del  estadío  del  cáncer  y  de  las 
características moleculares del tumor. 
Los  tipos  de  cáncer  de  mama,  acorde  a  su  componente  genético  familiar  o 
esporádico, serán comentados más adelante en el apartado I.2. 
Los dos  tipos de cáncer de mama descritos  según el  tipo de célula malignizada 
son: carcinoma ductal, donde están afectadas  las células de  los ductos y supone el 90% 










lo suficiente como para  romper  la membrana basal y extenderse  infiltrando  los  tejidos 





la extensión progresiva de  la enfermedad: T, que  indica  la extensión del tumor, N, que 
establece la infiltración del tumor a los ganglios linfáticos axilares, adyacentes a la mama, 
y M, que indica la presencia de metástasis a otros tejidos distantes de la mama (detalles 
en  el  Anexo  I.1.).  Además,  atendiendo  al  grado  de  diferenciación  del  tumor,  se  han 
creado  las siguientes categorías: bien diferenciado  (grado  I) de carácter más  leve y con 
mejor  pronóstico, moderadamente  diferenciado  (grado  II)  y  pobremente  diferenciado 






mamario  en  un  total  de  261  tumores  de  cáncer  de mama  esporádico.  El  análisis  de 






cáncer  familiar  con  mutación  en  BRCA1  pertenecen  al  grupo  de  tumores  basales, 
presentando una pérdida de expresión de receptor de estrógenos (RE), de receptor de 
progesterona  (PR),  una  falta  total  de  amplificación  de  ERBB2  y  un  peor  pronóstico 
(Grushko  et  al.,  2002;  van  't  Veer  et  al.,  2002).  Estos  tumores  se  han  denominado 















El  cáncer  de  mama  es  el  cáncer  más  frecuente  entre  las  mujeres  de  países 
desarrollados,  pues  supone  el  23%  de  todos  los  cánceres  (Parkin  et  al.,  2005),  y 
representa  la  localización más  importante de cáncer en mujeres entre 20 y 79 años. En 
hombres, el cáncer de mama también puede estar presente, aunque tan sólo representa 
un 1% de todos  los cánceres de mama diagnosticados. El cáncer de mama muestra una 




en  cáncer  de  mama,  el  desarrollo  de  campañas  de  control  del  mismo  y  un  mejor 
tratamiento está potenciando  la alta supervivencia que se observa: un 89% a  los cinco 
años, con un promedio de 75% de supervivencia total en países desarrollados y un 57% 




distan de  los datos descritos anteriormente, al  ser una de  las más bajas de  los países 
desarrollados.  Datos  recogidos  por  la  Asociación  Española  Contra  el  Cáncer  (AECC) 
indican que en España se diagnosticaron 16.000 nuevos casos de cáncer de mama en el 
año 1.998, que produjeron la muerte de 6.000 mujeres, estableciendo una incidencia de 
67  casos por 100.000 habitantes,  la menor de  la Unión  Europea  (Lopez‐Abente  et al., 
                                                     
1 Prevalencia: estimación del número de casos de cáncer vivos en un determinado momento. 



























factor de riesgo  identificable. Los  factores relacionados con el cáncer de mama son  los 
siguientes (Cuzick, 2008; Oldenburg et al., 2007): 
1. Contribución  genética:  tener  una  historia  familiar  de  cáncer  de  mama  o  ser 
portador de cambios en genes que aportan susceptibilidad a cáncer de mama. 
2. Factores  demográficos:  habitar  en  países  occidentales,  ser mujer,  envejecer  y 
pertenecer a un nivel socio‐económico bajo. 
3. Factores endógenos: haber tenido una menarquia temprana  (<12 años),  llegar a 













6. Factores dietéticos:  tomar alcohol, bajas dosis de  folato y altas dosis de grasas 
insaturadas y carnes rojas. 













tejido  diana  es  la  proliferación  celular,  lo  cual  incrementa  las  posibilidades  de  daño 




como  un  importante  factor  de  riesgo.  Así,  por  cada  familiar  de  primer  grado  de 
parentesco con cáncer de mama, se eleva el riesgo de padecer  la enfermedad al doble, 
condicionado  además  por  la  edad  temprana  de  aparición  del  cáncer,  la  presencia  de 











Como  ocurre  con  otros  cánceres,  el  cáncer  de mama  se  ha  considerado  una 
enfermedad  genética  en  la  que  mutaciones  en  genes  reparadores  del  ADN, 
controladores de la entrada de apoptosis, reguladores del ciclo celular y otras funciones 





una  capacidad  de  proliferación  indefinida,  evaden  la  apoptosis,  tienen  capacidad  de 
invasión y tienen capacidad de angiogénesis (Ponder, 2001). 




la  enfermedad  según  un  modelo  poligénico  (Pharoah  et  al.,  2002).  El  componente 
ambiental, por su parte, está constituido por  los factores de riesgo y protección que se 
señalan en el apartado  I.1.2., y que pueden conducir a padecer o no  la enfermedad. El 
cáncer  de  mama,  por  tanto,  varía  enormemente  en  su  comportamiento  clínico,  la 
apariencia  morfológica  y  las  alteraciones  moleculares  que  presenta,  de  modo  que 
diferentes tipos de cáncer de mama van a tener perfiles de riesgo característicos, lo que 






El  cáncer  de  mama  se  ha  descrito  en  ocasiones  como  una  enfermedad 






mama  es  la  historia  familiar  que  se  tenga  para  esta  enfermedad.  Ello  indica  un  alto 




a  tres  o  más  familiares  de  primer  grado  de  parentesco,  con  edad  de  diagnóstico 
temprana  y  presencia  de  cáncer  de  ovario  en  algunos  casos,  características  que 
identifican a  las familias de alto riesgo (Osorio et al., 2000). Por otro  lado, se considera 







Estudios  realizados utilizando  familias de alto  riesgo para cáncer de mama han 
llevado a la detección de mutaciones germinales en genes de susceptibilidad a cáncer de 
mama de alta o media penetrancia3. Éstos pertenecen, fundamentalmente, al grupo de 
genes  supresores de  tumor o “care‐takers”, que actúan como  sensores de daño en el 
ADN y participan en el proceso de  reparación del mismo.  Los genes más  importantes 
relacionados  con  el  cáncer  de mama  son  BRCA1,  localizado  en  el  cromosoma  17q21 
(Miki  et  al.,  1994)  y  BRCA2,  localizado  en  13q12  (Wooster  et  al.,  1995),  éste  último 
también  identificado  como  FANCD1  (Howlett  et al.,  2002;  Stewart  and  Elledge,  2002) 
(Antoniou  et  al.,  2003).  Ambos  genes  han  sido  descritos  como  la  mayor  causa  de 






                                                     







fin de  identificar regiones que segregan con  la enfermedad en  las familias estudiadas y 
que, por tanto, contienen la variante genética causal de la misma (Hirschhorn and Daly, 
2005). BRCA1 fue el primer locus4 encontrado que presentaba segregación con el cáncer 
de  mama  en  un  grupo  de  familias  con  múltiples  casos  y  una  edad  temprana  de 
fallecimiento (Hall et al., 1990). La selección de familias con casos de cáncer de mama en 
hombres llevó, años más tarde, a la detección del locus de BRCA2/FANCD1 (Wooster et 
al.,  1994)  (Tavtigian  et  al.,  1996).  A  nivel  germinal,  BRCA1  (Miki  et  al.,  1994)  y 
BRCA2/FANCD1  aparecen  mutados  en  el  20‐35%  de  los  casos  de  cáncer  de  mama 
hereditario  y  representan  menos  del  5%  total  de  casos  de  cáncer  de  mama 
diagnosticados,  estableciendo  una  alta  susceptibilidad  a  padecer  la  enfermedad  a  lo 
largo  de  la  vida,  en  combinación  con  un  menor  riesgo  para  otros  tipos  de  cáncer 
(Antoniou  et  al.,  2003).  El  riesgo  acumulado  para  padecer  cáncer  de  mama  se  ha 
estimado en un 46% para portadoras de mutación en BRCA1, mientras que portadoras 









hereditario  en  familias  que  no  tienen  mutaciones  en  BRCA1  o  BRCA2/FANCD1,  las 
denominadas  BRCAX,  utilizando  los  estudios  de  ligamiento.  Ello  está  claramente 
relacionado  con  la alta heterogeneidad de  la enfermedad, en  la que múltiples  loci de 
alto o medio riesgo  intervienen en el mismo fenotipo para el cáncer de mama familiar. 
Esto  podría  ser  solventado  tras  una  subclasificación  de  las  familias  con  el  fin  de 
establecer grupos de muestras más homogéneas (Rosa‐Rosa et al., 2009). 
Las  proteínas  BRCA1  y  BRCA2/FANCD1  están  implicadas  en  múltiples  rutas 
celulares. BRCA1 se ha visto relacionada con el control del ciclo celular, interviene en el 







remodelaje  de  la  cromatina  en  eventos  de  activación  de  la  expresión  génica,  y  tiene 
funciones de ubiquitinación y, por tanto, activación de otras proteínas. BRCA2/FANCD1 
por  su  parte,  es  menos  conocida,  y  la  función  principal  que  desempeña  es  la  que 
comparte con BRCA1, participando en la reparación de daño en el ADN por la rotura de 
la doble hebra a  través del mecanismo de recombinación homóloga  (Moynahan et al., 






genómica,  la actividad de supresión de  tumor y  la predisposición a padecer cáncer de 
mama hereditario (Jasin, 2002; Scully and Livingston, 2000) al haberse evidenciado que 




Figura  3:  Descripción  de  las  funciones 
de  BRCA1  y  BRCA2/FANCD1  en  la 
reparación del ADN por  recombinación 
homóloga.  BRCA1  se  fosforila  por ATM 
tras  la  detección  del  daño  en  la  doble 
hebra del ADN  y  se  forma un  complejo 
con  FANCJ;  BRCA1  libera  a  RAD51  de 
BRCA2‐FANCN  y  activa  la  cascada  de 
reparación;  RAD51  se  traslada  al 
complejo  nuclear  de  reparación  junto 
con  BRCA2/FANCD1  y  BRCA1,  donde 
realizan la reparación por recombinación 















poligénico  de  alta  heterogeneidad  (Carter,  2001;  Comings  et  al.,  2003),  para  el  que 
existen  genes  de  bajo  riesgo  o  baja  penetrancia,  en  los  que  hay  presentes  variantes 





riesgos  relativos menores  de  1,5,  para  lo  cual  deben  participar  cientos  de  variantes 
comunes  (con  frecuencias  >5%)  o  miles  de  variantes  raras,  a  fin  de  producir  la 
enfermedad  (Pharoah et al., 2004). Así pues, en un estudio de mujeres que portan 14 
alelos  de  riesgo,  se  ha  establecido  el  riesgo  de  padecer  cáncer  de  mama, 
aproximadamente,  en  seis  veces  más,  comparadas  con  mujeres  que  no  los  llevan, 
indicando que, si bien los riesgos individuales son pequeños, los alelos de riesgo actúan 







las  variantes  genéticas  de  baja  susceptibilidad  que  intervienen  en  el  componente 
genético  del  cáncer  de mama  esporádico  es  de  gran  importancia,  puesto  que  puede 
ayudar a definir programas preventivos para el cáncer de mama en mujeres portadoras 
















Los  polimorfismos  de  cambio  de  un  único  nucleótido  (SNPs,  single‐nucleotide 
polymorphisms)  son  considerados  la  variación más  común  en  la  secuencia  genómica, 
donde  se produce  la  sustitución de una base por otra de  forma estable. Debido  a  su 
frecuente  presencia  en  el  genoma,  su  carácter  bialélico  en muchos  casos  y  su  fácil 
detección por el gran desarrollo de  las  tecnologías de genotipado de  los últimos años, 
los SNPs se han destacado como el elemento fundamental de análisis en los estudios de 




1%  indicado.  Éstas  muestran  una  particular  penetrancia  asociada  a  un  fenotipo 
sintomático  de  una  enfermedad  determinada  que  responde  a  un  desorden  genético 
monogénico clásico, como son las mutaciones identificadas en BRCA1 y BRCA2/FANCD1. 
Asimismo,  los  SNPs  de  un  mismo  cromosoma  no  se  heredan  al  azar,  sino  en  una 
estructura de combinación de alelos, formando un bloque de haplotipo. El genoma, pues, 
se organiza en bloques de desequilibrio de ligamiento (DL) 5 (LD, linkage disequilibrium), 
entre  los cuales hay regiones de rotura de bloques de DL  (Bonnen et al., 2002). Así,  la 
mayoría  de  las  variantes  genéticas  comunes  pueden  ser  evaluadas  en  estudios  de 
asociación usando  tan  sólo unos pocos cientos de miles de SNPs o  tag‐SNPs, aquellos 




“variante  común  –  enfermedad  común”,  según  el modelo  poligénico  aplicado  para  la 
enfermedad compleja que es el cáncer de mama. 
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1. Análisis  directo:  selección  de  SNPs  con  una  posible  funcionalidad  en  la 
expresión génica o que están conservados filogenéticamente. 
2. Análisis  indirecto:  como  se  ha  indicado,  se  establece  la  selección  de  SNPs 





En  el  caso  de  que  los  defectos  fisiológicos  de  una  enfermedad  compleja  sean 
desconocidos  o  al menos  no  se  hayan  definido  en  su  totalidad,  como  es  el  caso  del 
cáncer de mama, la utilización de estudios de asociación caso‐control a través de genes 
candidatos no permitirá definir  la  totalidad de  la base genética de  la enfermedad. En 



























mama  esporádico  en  una  serie  de  trabajos  que  han  reportado  la  identificación  de 





asociación  limita  el  poder  de  detección  de  loci  con  un  efecto  real  en  la  patología 
estudiada y se detectan asociaciones que  resultan en  falsos positivos  (error  tipo  I), no 











2. Replicación  de  la  asociación  en  una  población  independiente  y  con  una 
tecnología de genotipado diferente, si es posible. Esta herramienta permite 
definir asociaciones reproducibles que se consideran entonces verdaderas. 








grupo  diferente  de muestras  con  un  fenotipo más  complejo.  Este  diseño 
permite  obtener  poder  estadístico  a  la  vez  que  se  reducen  los  costes  de 
genotipado. 
4. Estudios  de  meta‐análisis,  donde  se  combinan  resultados  de  asociación 
provenientes de diversos grupos a fin de incrementar el poder estadístico del 
estudio y replicar resultados a un nivel in silico. 
















bien  caracterizadas  y  muestras  de  controles  de  población  normal.  El  Consorcio  de 
Estudios de Asociación al Cáncer de Mama (BCAC, Breast Cancer Association Consortium) 
es  el  organismo  que  se  ha  establecido  para  dirigir  la  colaboración  de  20  grupos  de 
Europa,  Norteamérica,  Sureste  asiático  y  Australia,  consiguiendo  un  total  de más  de 
30.000 casos de cáncer de mama y 30.000 controles de población normal. La utilización 
de este alto número de muestras se ha aplicado para comprobar la asociación a cáncer 













caracteriza por defectos  congénitos  como  son: pigmentación  anormal de  la piel,  fallo 
progresivo de  la médula ósea  y  susceptibilidad  a  cáncer. Mutaciones en un  grupo de 
genes que conforman la familia de genes FANC pueden causar la enfermedad a raíz de la 
intestabilidad  cromosómica que  se produce. Así,  la  familia de proteínas  FANC ha  sido 
identificada  como  un  componente  de  la maquinaria  de  reparación  de  la  rotura  de  la 
doble  hebra  de  ADN  por  recombinación  homóloga  (D'Andrea  and  Grompe,  2003; 
Digweed et al., 2002; Wang and D'Andrea, 2004). Debido a la relación existente entre la 
familia de proteínas FANC y el cáncer de mama,  tras  la  identificación de BRCA2 como 
FANCD1  (Howlett et al., 2002; Stewart and Elledge, 2002) y  la  reciente  implicación de 
mutaciones en FANCJ (BRIP1) (Bridge et al., 2005; Litman et al., 2005; Seal et al., 2006) y 
en FANCN (PALB2) (Rahman et al., 2007) en el riesgo a padecer cáncer de mama familiar 




D1,  ‐D2,  ‐E,  ‐F,  ‐G,  ‐I,  ‐J,  ‐L,  ‐M y  ‐N. Ocho de ellos  (FANC‐A,  ‐B,  ‐C,  ‐E,  ‐F,  ‐G,  ‐L y  ‐M) 
codifican proteínas que van a formar un complejo nuclear denominado complejo FANC 
(Gordon  and  Buchwald,  2003;  Jacquemont  and  Taniguchi,  2007;  Joenje  et  al.,  1997; 
Medhurst et al., 2001). Algunas de estas proteínas actúan como elementos estructurales 
dentro del  complejo  FANC;  así, por ejemplo,  FANCA  forma un dímero que,  junto  con 
FANCG, tienen un importante papel en el mantenimiento de la estructura del complejo 
(Gordon  and  Buchwald,  2003;  Nakanishi  et  al.,  2001), mientras  que  FANCF  funciona 
como un adaptador flexible necesario para el correcto ensamblaje del mismo (Leveille et 
al.,  2004).  Otras  proteínas  FANC  tienen  funciones  específicas,  como  FANCL,  una 






depende  de  FANCB  (Fei  et  al.,  2005; Meetei  et  al.,  2004a).  FANCD2,  por  su  parte, 
requiere  de  la  monoubiquitinación  por  FANCL  para  pasar  de  la  isoforma  inactiva 
FANCD2‐S  a  la  activa  FANCD2‐L  (D'Andrea  and  Grompe,  2003;  Garcia‐Higuera  et  al., 
2001). FANCD2  interviene en pasos posteriores al papel del complejo FANC, al que  se 
une  a  través  de  FANCE  para  la  activación  por  monoubiquitinación  arriba  indicada 
(Gordon and Buchwald, 2003). FANCM, otra proteína perteneciente al complejo FANC, 
interviene  en  la  translocación  de  éste  a  lo  largo  del  ADN  (Meetei  et  al.,  2005).  Las 
proteínas  FANCJ/BRIP1  y  FANCN/PALB2,  por  su  parte,  intervienen  activamente  en  la 
reparación del ADN al unirse a BRCA1 y BRCA2/FANCD1, respectivamente. 
La actividad de las proteínas FANC es iniciada cuando ocurre el daño en el ADN, 
donde  las proteínas quinasas ATM y ATR  intervienen como sensores del daño  (Cliby et 
al.,  1998;  Morrison  et  al.,  2000).  Cuando  esto  ocurre,  dichas  quinasas  fosforilan  a 
FANCD2,  hecho  requerido  para  la  activación  del  control  del  ciclo  celular  en  la  fase  S 
(Grompe, 2002; Taniguchi et al., 2002b), así como para la monoubiquitinación por parte 
del  complejo  FANC  (Andreassen  et  al.,  2004).  ATM  y  ATR  además  fosforilan  a  otras 
proteínas  del  complejo  FANC  (Venkitaraman,  2004),  necesario  para  la  activación  de 
FANCL y de su función ubiquitín ligasa. Después de la monoubiquitinación de FANCD2‐S, 
FANCD2‐L se transloca a la región del núcleo, ayudada por la proteína H2AX que, tras su 
fosforilación  por  parte  de ATM  y ATR,  interviene  en  pasos  posteriores  en  la  correcta 
localización de FANCD2‐L en el sitio de  reparación del ADN.  (Lyakhovich and Surralles, 
2007). Allí,  FANCD2‐L  interviene en el ensamblaje de  la maquinaria de  reparación del 
ADN (Montes de Oca et al., 2005; Park et al., 2005), sea en respuesta al daño producido 
en el ADN  (Hussain et al., 2004) durante  la  fase S del  ciclo normal de división  celular 












promover  el  crecimiento  tumoral.  Así  pues,  estos  genes  parecen  ser  un  grupo 
importante que podría participar en el desarrollo del cáncer de mama (Lo et al., 2007). 
 
Figura 4:  Funciones de  la  familia de 
proteínas  FANC.  La  fosforilación  de 
las  proteínas  FANCM  y  FANCE  por 
parte  de  ATM  y  ATR  lleva  a  la 
activación de FANCL, que ubiquitina a 
FANCD2  y  FANCI,  previamente 
fosforiladas.  Éstas  se  translocan  al 
sitio  de  reparación  del ADN  y,  junto 
con  el  resto  de  miembros  del 
complejo  FANC,  y  H2AX  fosforilado, 
permiten  la  activación  de  la  función 
reparadora  por  parte  de  los 








Entre  otros,  se  ha  seleccionado  a  la  familia  de  genes  E2F  que  se  presenta  a 
continuación como un grupo de proteínas  importante en  la función de control del ciclo 





celular, pero   también funciones exclusivas durante el desarrollo,  la homeostasis de  los 
tejidos y  la progresión tumoral. Agrupándolos por categorías, E2F1, E2F2 y  la  isoforma 
E2F3a  de  E2F3  son  consideradas  las  proteínas  E2F  activadoras,  indispensables  en  la 
trans‐activación de genes diana que intervienen en la transición G1‐S, entre otros. Éstas 
se unen a los promotores de los genes que activan tras la acetilación de las histonas H3 y 
H4  (Taubert et al., 2004) y  la  tri‐metilación de  la  lisina 4 de  la histona H3  (H3K4me3) 
(Nightingale et al., 2007). La isoforma E2F3b de E2F3, por su parte, se expresa de forma 









(RBL2), denominadas  comúnmente  “pocket proteins”, que  las mantienen  secuestradas 
hasta que sus diversas funciones son requeridas (Classon and Dyson, 2001; Weintraub et 
al.,  1992).  Además,  forman  heterodímeros  con  la  familia  de  proteínas  DP 
(differentiation‐regulated transcription factor‐1 polypeptide) compuesta por DP‐1, ‐2 y ‐4. 
E2F6, por su parte, se une a las proteínas DP y se ha visto relacionada con proteínas del 
grupo  “policomb”  (PcG).  E2F7  y  E2F8,  sin  embargo,  sólo  forman  homodímeros  o 
heterodímeros entre ellos  (van den Heuvel and Dyson, 2008) con  función desconocida 
(Figura 5).  
Si  bien  se  ha  considerado  que  la  función  fundamental  de  la  familia  E2F  es  la 
estimulación de  la proliferación celular, se han descrito también otras funciones, como 
puede  ser  la  inducción a apoptosis por parte de E2F1, el  control de  la  reparación del 
ADN, la diferenciación de tejidos y la inducción de expresión de microRNAs por parte de 


















































El  cáncer  de  mama  esporádico  es  una  enfermedad  común  cuyos  datos 
epidemiológicos genéticos sugieren la contribución de un número variable de genes de 
baja penetrancia según un modelo poligénico.  Esta enfermedad compleja conformaría 
la  hipótesis  de  “enfermedad  común  –  variante  común”,  donde  alelos  de  baja 




a.  Búsqueda  y  selección  de  genes  candidatos  para  estudios  caso‐control. 
Seleccionamos para ello: 
a.1.  El  grupo  de  genes  “care‐takers“,  o  protectores  del  daño  al  ADN, 
reparadores del daño y reguladores de la entrada en apoptosis. 
a.2.  El  grupo  de  genes  “gate‐keepers“,  o  reguladores  del  ciclo  celular  y 
controladores, por tanto, de la proliferación celular. 
b. Búsqueda y selección de variantes genéticas: 





















































de muestras  de  sangre  periférica  de  pacientes  con  cáncer  de mama  sin  componente 
familiar  y  que  se  ha  denominado  cáncer  de  mama  esporádico  (CME).  Además,  se 
recogieron muestras de pacientes con  cáncer de mama de agregación  familiar  (CMA), 
esto es, que al menos dos parientes de primer grado han tenido cáncer de mama y, por 
tanto, no pueden ser catalogadas como muestras de cáncer esporádico ni como cáncer 
familiar  propiamente  dicho. Asimismo,  se  utilizaron muestras  de  sangre  periférica  de 
personas  que  no  padecían  o  habían  padecido  cáncer  de  mama  y  que  fueron 
consideradas  controles  de  población  normal  (CoCM).  Estos  tres  grupos  de muestras 
fueron  remitidos  a  nuestro  Grupo  de  Genética  Humana  desde  distintos  complejos 
hospitalarios de  la Red Nacional de Salud o centros  independientes, y  fueron  incluidos 








(Madrid),  componiendo  un  total  de  552  CoCM  (Tabla  1).  Ambos  grupos  de muestras 
presentaban rangos de edad comparables. En aquellas ocasiones en que se requirió una 
comprobación  del  resultado  de  asociación  obtenido,  se  utilizó  la  totalidad  de  las 
muestras que  componen  la  colección del Grupo de Genética Humana, que asciende a 






utilizó  una  colección  de  876  CME  y  915  CoCM  del  grupo  de  H.  Nevanlinna,  del 






N % N % N % Total 
Fundación Jiménez Díaz  92 16,7 164 30,0 256 23,3 
Hospital Monte Naranco  ‐ ‐ 256 46,8 256 23,3 
Hospital La Paz  ‐ ‐ 127 23,2 127 11,6 
Instituto Palacios  460 83,3 ‐ ‐ 460 41,9 


















































(continuación)          
Característica clínica  CoCM N (%)  CME N (%)  p‐valor* 
Historia clínica de cáncer de mama anterior    0,036 
No  4 (0,7) 406 (74,2)   
Sí  2 (0,4) 21 (3,8)   
Desconocido  546 (98,9) 120 (21,9)   
Historia familiar de cáncer de mama    ‐ 
No  ‐ 361 (66,0)   
Sí  ‐ 86 (15,7)   
Desconocido  ‐ 100 (18,3)   
Estado vital      ‐ 
No  ‐ 310 (56,7)   
Sí  ‐ 28 (5,1)   
Desconocido  ‐ 209 (38,2)   
Monitorización de la enfermedad (meses)     ‐ 
Media (D.E..)  ‐ 84,4 (42,9)   
Desconocido  ‐ 105   
Histología del tumor        ‐ 
In situ ‐ 50 (9,1)   
Invasivo  ‐ 30 (67,6)   
Otros ‐ 25 (4,6)   
Desconocido  ‐ 102 (18,6)   
Grado del tumor        ‐ 
Grado 1  ‐ 102 (18,6)   
Grado > 1  ‐ 266 (48,6)   
Desconocido  ‐ 179 (32,7)   
Tamaño del tumor        ‐ 
≤ 2 cm  ‐ 312 (57,0)   
> 2 cm  ‐ 146 (26,7)   
Desconocido  ‐ 89 (16,3)   
Metástasis de ganglios linfáticos al diagnóstico  ‐ 
Negativo  ‐ 287 (52,5)   
Positivo  ‐ 148 (27,1)   
Desconocido  ‐ 112 (20,5)   
Metastasis general al momento del diagnóstico  ‐ 
No  ‐ 441 (80,6)   
Sí  ‐ 19 (3,5)   
Desconocido  ‐ 87 (15,9)   
ER        ‐ 
Negativo  ‐ 77 (14,1)   
Positivo  ‐ 238 (43,5)   
Desconocido  ‐ 232 (42,4)   
PR        ‐ 
Negativo  ‐ 146 (26,7)   
Positivo  ‐ 192 (35,1)   
Desconocido  ‐ 209 (38,2)   
* Test exacto de Fisher, con p‐valor obtenido eliminando  los valores 
desconocidos.  D.E.,  desviación  estándar.  Los  resultados 
estadísticamente  significativos  están  señalados  en  negrita  rojo.  Los 




a  través de  los  cuestionarios o por  la  revisión de  las historias  clínicas,  indicados en el 
apartado III.1.1.5. y en el Anexo I.3. y el Anexo I.4. Esto ha sido debido a la falta de datos 















diluidos  en  500  µl  de  suero  fisiológico,  en  vez  de  1 ml  de  sangre  periférica,  a  fin  de 






Para estimar  la  cantidad de ADNg  y el  grado de pureza obtenidos mediante  la 
extracción a partir de sangre periférica arriba reseñada, se valoró  la absorbancia a 260 
nm y a 280 nm  (A260 y A280, respectivamente) con 1 µl de ADN depositado en el  lector 








                                                     
6 TE: Tris‐EDTA,  tampón de elución para  ácidos nucleicos. Aumenta  la estabilidad del ADN en muestras 
almacenadas  a  largo  plazo  a  ‐20  ºC,  o  en  aquellas  utilizadas  frecuentemente,  almacenadas  a  4  ºC  o  a 













  La  colección  de muestras  de  casos  y  controles  fue  inicialmente  cuantificada  y 
valorada en su grado de pureza por medio del Nanodrop. Sin embargo, la utilización de la 
plataforma de genotipado Illumina requirió de una cuantificación más sensible de toda la 






sensibilidad  a  la medición  10.000  veces mayor  que  aquellas  obtenidas  por  A260,  cuya 
sensibilidad  a  A260 =  0,1  corresponde  a  5  µg/ml  de  ADN.  Además,  la  precisión  de  la 
medición  no  se  ve  afectada  por  la  presencia  de  compuestos  que  comúnmente 





















































muestras  (detalle en  la Figura 6B) mediante una  recta de  regresión  lineal  simple7.  Las 
concentraciones utilizadas para la obtención de la recta patrón fueron las siguientes (en 
ng/µl): 0; 1,53; 3,13; 6,3; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0. 






  Debido a  la utilización frecuente de  las muestras de ADNg del presente estudio, 
evitar  la pérdida de éstas ha sido una cuestión clave en nuestro  trabajo. Para aquellas 
muestras que  se utilizan para genotipado  se estableció un protocolo estandarizado de 
amplificación  del  ADNg  utilizando  el  kit  de  amplificación  Genomiphi  (GE  Healthcare, 




de muestras por parte del  robot Beckman Coulter FX.  La amplificación  se  llevó a  cabo 
como  indica  el  fabricante,  con  la  salvedad  de  que  el  programa  del  termociclador 
(GeneAmp  PCR  system  9700,  Applied  Biosystems)  se  ha  variado  en  el  tiempo  de 
elongación de la reacción de la ADN polimerasa como sigue: 







                                                     
7 Recta de regresión lineal simple: y = mx + b7, donde “y” es el valor de fluorescencia, “m” el coeficiente de 
regresión o pendiente de  la recta y “b”  la ordenada en el origen de  la que se obtiene el valor de “x”,  la 
variable predictora que corresponde a  la concentración. El coeficiente de determinación, o cuadrado del 











diferentes  hospitales  colaboradores,  en  el  que  el médico  oncólogo  ha  recogido  datos 
personales, clínicos y fenotípicos de interés para la enfermedad (ver Anexo I.3. para más 
detalle).  Los  datos  de  interés  extraídos  del  cuestionario  y  añadidos  a  nuestro  estudio 
fueron los siguientes: centro de procedencia,  tipo de muestra (caso o control), fecha de 
nacimiento, sexo (los hombres se han descartado del estudio), edad de diagnóstico (del 
primer cáncer de mama  si hubiera desarrollado otro),  lugar de nacimiento  (del que  se 












Estos  datos  fueron  completados  bajo  revisión  de  las  historias  clínicas,  para  las 
muestras  provenientes  de  los  centros  hospitalarios  La  Paz  (Madrid)  y Monte Naranco 
(Oviedo).  Ello  contribuyó  a  completar  datos  clínicos  y  tumorales,  como  son:  historia 
personal y familiar de cáncer de mama de primer y segundo grado de parentesco, tipo de 
tumor, grado de diferenciación del tumor, TNM y  los marcadores  inmunohistoquímicos 
ya  descritos.  Además,  se  obtuvieron  nuevos  datos  de  seguimiento  del  estado  de  la 
paciente, como son: estado vital, número de meses de seguimiento, presencia de cáncer 
                                                     














parto,  número  de  abortos,  edad  de menopausia, menopausia  natural  u  otras  causas, 




276  CMA  y  1.526  CoCM mencionados  anteriormente,  y  que  incluye  los  datos  que  se 
especifican en el Anexo I.4. Los detalles de los datos fenotípicos y clínicos del conjunto de 
muestras utilizadas en el presente trabajo se presentaron en la Tabla 2. 


























  La  extracción  de  ARN  total  desde  tejidos  embebidos  en  parafina,  utilizado  en 










Para  evitar  contaminación  con  RNAsas,  es  necesario  limpiar  el microtomo  con 
etanol al 70% y cambiar las cuchillas cada nuevo corte. Además, el baño histológico debe 












  ∙  Segunda digestión  con 10 µl de proteinasa K  (20 mg/ml),  incubar  a  60  ºC en 
agitación durante 15‐20 minutos. 
                                                     
9 Tampón de digestión: Se utiliza con el fin de  liberar  los ácidos nucleicos que contienen  las células. Está 
compuesto por 10 mM Tris‐HCl pH 8.0, 0,1 mM EDTA pH 8.0  (actuarán de estabilizadores de  los ácidos 
nucleicos), SDS 2% (dodecilsulfato sódico, un compuesto tensoactivo iónico que degrada las membranas y 









  ∙ Separación de  los ácidos nucleicos de  las proteínas al utilizar 300 µl de PCI (25 
fenol:24 cloroformo:1 ácido isoamílico, 10 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA, de Sigma, EE.UU.) 
por muestra, emplazar en hielo durante 10 minutos  y  centrifugar a máxima  velocidad 
durante 10‐15 minutos a 4 ºC. 
  ∙ Recoger la fase acuosa en la que se encuentran los ácidos nucleicos, añadir 20 µl 










  Se  realiza  un  tratamiento  con  el  kit  DNA‐free  DNase  Treatment  &  Removal 





  ∙  Inactivar  la DNAsa al añadir 12 µl de DNase  inactivation  reagent 10x,  incubar 
durante 2 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 10.000 rpm durante 1 minuto. 
Este tampón es un agente bifásico que va a permitir la separación de una fase acuosa en 
















  Las  líneas  celulares  utilizadas  en  este  trabajo  fueron  HeLa  y MCF‐7.  La  línea 
celular  HeLa,  proveniente  de  un  carcinoma  cervical,  es  comúnmente  utilizada  en  la 
investigación  biomédica.  Ello  es  debido  a  su  inmortalidad,  que  reporta  un  fácil 
mantenimiento  en  cultivo  con  un  ilimitado  número  de  divisiones  mientras  existan 
condiciones generales de supervivencia celular  (Masters, 2002). Por otra parte,  la  línea 
celular MCF‐7 proviene de un adenocarcinoma mamario.  Se  trata de una  línea  celular 
bien  caracterizada,  que  presenta  RE  positivos,  de  modo  que  es  una  línea  útil  para 
modelar el cáncer de mama in vitro y su relación con el estrógeno. Además, son células 
positivas  para  RP,  citoqueratina,  E‐cadherina  y  receptores  del  factor  de  crecimiento 
















                                                     
11 PBS:  Tampón  fosfato  salino  (phosphate  buffered  saline)  es  una  solución  comúnmente  utilizada  en 




















La  extracción  de  ARN  total  de  líneas  celulares  se  realizó  como  se  describe  a 
continuación: 
a. Rotura de las células: 
∙  Sobre  el  sedimento  de  células  limpias  de  medio  por  el  lavado  con  PBS  1x 
descrito  arriba,  añadir  1 ml  de  Trizol  (Invitrogen,  Reino  Unido)  por  cada  3,5  cm  de 
diámetro  de  la  placa  de  cultivo,  no  por  número  de  células,  y  recoger  las  células 
resuspendiendo bien. Este agente permite la rotura total de las células y la liberación de 
proteínas y ácidos nucleicos que pueden ser aislados. 
‐ 1 ml  de  Trizol  por  cada  pocillo  de  una  placa  de  6  pocillos  (3,5  cm  de 
diámetro, 10 cm2 de superficie). 

















∙  Añadir  500  µl  de  isopropanol  frío  por  cada  1  ml  de  Trizol  utilizado.  Agitar 








∙  Resuspender  con H2Od DEPC,  e  incubar  a  55‐60  ºC  durante  10 minutos  para 
terminar de resuspender el ARN. 
e. Testado del ARN: 
Se  estudió  el  estado  del  ARN  extraído  mediante  un  gel  de  electroforesis  de 




                                                     
12 TBE: Tris‐Borato‐EDTA. Es un tampón amortiguador comúnmente utilizado en todas  las aplicaciones de 
electroforesis de ADN,  tanto para geles de agarosa como de acrilamida. En general este  tampón ofrece 













revisión  bibliográfica  a  lo  largo  del  tiempo  de  realización  del  proyecto.  Así,  se  ha 
prestado  atención  a  aquellos  genes  que  codifican  proteínas  relacionadas  de  alguna 
manera con el cáncer de mama, tanto porque tienen una función implicada en procesos 
carcinogénicos en general, como por su relación con el desarrollo de tejidos epiteliales 




Se  ha  utilizado  una  serie  de  aplicaciones  bioinformáticas  y  bases  de  datos  de 








con  una  MAF  entre  5%  y  10%,  a  aquellos  SNPs  que  se  encuentran  en  regiones 
codificantes  y  que  suelen  tener  una  menor  frecuencia  que  los  demás,  a  fin  de  no 
desechar variantes putativas funcionales en el gen y que pudieran estar implicadas en la 
enfermedad. 
∙  Se  ha  dado  prioridad  a  aquellos  SNPs  que  pueden  tener  una  función  en  la 
expresión del gen y que se encuentran no sólo en las regiones codificantes, sino también 
en  zonas que pueden  intervenir en  la  regulación de  la expresión génica,  como  son  las 








transcripción  a  sus  secuencias  consenso,  o  creando  nuevas  dianas  para  éstos),  las 
regiones  activadoras  o  represoras  del  “splicing”  presentes  en  intrones  y  exones,  y  las 
regiones  no  traducidas  a  proteína  (UTR,  untranslated  region)  en  los  extremos  5’  y  3’  
(5’UTR y 3’UTR, respectivamente) del gen. 











Se  realizó  una  búsqueda  de  toda  la  información  de  variabilidad  genética  en  la 
región génica que engloba a los genes de interés, incluyendo los extremos 5’ y 3’ hasta 1 
Kb  de  distancia,  aproximadamente.  Para  ello  se  usaron  las  bases  de  datos  siguientes: 
NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),  Single  Nucleotide  Polymorphism  Database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/),  Ensembl  (http://www.ensembl.org/index.html)  y 
HapMap (http://www.hapmap.org/index.html.en). 
Ello  permitió  la  descarga  de  los  datos  siguientes:  número  de  identificación  del 
SNP (codificación rs, reference SNP), posición cromosómica y posición dentro del gen (en 









































Se  utilizó Haploview  v4.1  (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/)  (Barrett 
et al., 2005), una aplicación de HapMap, para la obtención de información de los bloques 
                                                     
13 PDR90: Es  la definición de  la población caucásica estadounidense estudiada por el National  Institute of 
Health  (NIH)  de  EE.UU.,  encuadrada  dentro  del  proyecto  Polymorphism Discovery  Resource  (PDR).  Está 
compuesta por 90  individuos, según: 24 personas de origen europeo, 24 personas de origen africano, 12 
personas de origen mejicano, 6 nativos norteamericanos y 24 personas de origen asiático. 
AFD‐EUR  Panel North America:  Es  la definición  de  la  población  caucásica  compuesta  por  23  individuos 
estadounidenses no relacionados y de ascendencia europea. 













de  recombinación  que  los  separe  (ver  Figura  8A).  Para  esta  estimación,  el  programa 
Haploview  tiene  en  cuenta  la  distancia  cromosómica  entre  los  dos  loci  estudiados  y 
estima  las  dos medidas más  frecuentes  de DL: D’  y  r2,  ambas  relacionadas  con D,  la 
unidad básica de DL. D es una medida de desviación de  la frecuencia de haplotipos del 








idénticos, mientras  que  aquellos  valores  cercanos  a  1  sugieren  que  los  dos  loci  están 
cercanos en el cromosoma y, por tanto, pertenecen al mismo bloque de DL. El valor r2 es 
el coeficiente de determinación estadístico, una medida de correlación entre un par de 
variables que  se obtiene  según  la ecuación  siguiente:  r2 = D  /  (f(A)  f(a)  f(B)  f(b)). Esta 




de  r2  =  1  y  un mayor  tamaño muestral.  D’  y  r2  se  relacionan  entre  ellos  y  con  las 
frecuencias alélicas según  la ecuación: r2 = (D’)2 x (f(a) f(B) / (f(A) f(b)), donde D’ aporta 
información de  la  extensión  física del bloque de DL  al  estimar  el  límite máximo de  r2 
(Wang et al., 2005). 
Otra  aplicación  de  Haploview  es  la  herramienta  tagger‐pairwise,  que  permite 
definir los tag‐SNPs. Así, con un número reducido de SNPs se puede definir la variabilidad 



















Haploview:  las  casillas  rojas definen un  total desequilibrio de  ligamiento,  con un  valor D’  cercano  a 1, 
mientras que las azules y las blancas indican ausencia de desequilibrio de ligamiento, con valor D’ cercano 








Professional  v8.3,  Match  v2.2,  Haploview  v3.32,  SNPEffect  v3.0,  Jaspar,  GeneID  y 
miRanda. Se analizaron SNPs codificantes, aquellos SNPs que se encontraban en la región 
de unión  intrón‐exón y que pudieran afectar a  la  función de “splicing” que esta unión 




Otra  importante  herramienta  que  se  ha  utilizado  con  el  fin  de  seleccionar 
aquellos  SNPs  más  interesantes  fue  Functional  Element  SNP  Database 









La  herramienta  Transfac  Professional  v8.3,  dentro  del  paquete  rVista  v2.0 
(http://rvista.dcode.org)  (Loots  and  Ovcharenko,  2004),  fue  aplicada  con  el  fin  de 
detectar  secuencias  consenso  de  unión  de  factores  de  transcripción  en  la  región 
promotora de los genes a estudio. Un ejemplo de la visualización de esta herramienta se 
presenta en la Figura 9C. 
Las  herramientas  Pfam  (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/)  y  EMBL‐EBI 
(http://www.ebi.ac.uk/),  fueron utilizadas para definir  las zonas de  la proteína con una 
evidente actividad, de modo que SNPs que se localizaran en estas zonas serían putativos 
de ejercer un efecto importante en la funcionalidad de la proteína codificada (Figura 9D). 
El  análisis  de  conservación  filogenética  se  realizó  utilizando  ECR  Browser 
(http://ecrbrowser.dcode.org)  (Ovcharenko  et  al.,  2004).  Esta  aplicación  permitió 
establecer  la  filogenia  a  lo  largo  de  la  evolución  de  los  mamíferos:  opossum  (M. 
domestica), rata (R. norvegicus), ratón (M. musculus), perro (C. familiares), chimpancé (P. 
troglodytes)  y  humano  (H.  sapiens).  Aunque  otras  especies  no  mamíferas  también 
pudieron ser incluidas, restringimos el estudio a las seis mencionadas. La representación 
de  esta  herramienta  se  presenta  en  la  Figura  22A.  Además,  Tcoffee  (http://igs‐
server.cnrs‐mrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi)  (Notredame et al., 2000)  fue   utilizada 
para  construir  árboles  filogenéticos  de  los  organismos  seleccionados  para  los  genes 


































































    La  calidad de  los  ensayos descritos  a  continuación  se  verificó  incorporando un 
control  negativo  (muestra  sin  ADN)  y  al  menos  2  duplicados  por  cada  placa  de  96 
muestras de ADN. Además,  se  incluyeron duplicados entre ensayos para comprobar  la 





La  reacción en cadena de  la polimerasa o PCR  (polimerase chain  reaction) es  la 
tecnología sobre la que se basan todas las técnicas de genotipado que se van a exponer a 












                                                     
14 Tm: Es  la  temperatura de melting  (fusión), o disociación del ADNdc, a  la  cual el 50% de  las bases  se 










La  purificación  del  producto  de  PCR  se  hace  necesaria  para  no  interferir  en  la 
reacción  de  secuenciación.  Para  ello  es  necesario  eliminar  el  excedente  de  dNTPs  y 
oligonucleótidos  no  incorporados  en  la  secuencia,  así  como  las  enzimas  y  sales  que 
componen  la mezcla de reacción. Se han seguido 3 procedimientos distintos en función 
de la aplicación posterior del producto de PCR: 
1.  Purificación  por  JETQUICK  PCR  Purification  Spin  Kit  (Genomed),  según  las 
instrucciones del fabricante. Este procedimiento utiliza columnas donde el ADN se une, 
se limpia de los componentes indicados anteriormente y, finalmente, se eluye.  











ligación de  vector más  inserto. Mezclar  y dejar precipitar el ADN  a  ‐20  ºC durante 15 
minutos. 
∙ Centrifugar durante 20 minutos a máxima velocidad, decantar el sobrenadante. 
∙  Añadir  250  µl  de  etanol  al  70%  frío  (guardado  a  ‐20  ºC).  Mezclar  y  dejar 
precipitar el ADN a ‐20 ºC durante 10 minutos. 




















como  “Transferencia  de  energía  por  resonancia  de  fluorescencia”  (FRET,  fluorescence 
resonance energy transference), son claves en este proceso. 
El  ensayo  TaqMan  hace  uso  de  dos  sondas  específicamente  diseñadas  para 









este  último,  siguiendo  el  principio  de  transferencia  de  energía  por  resonancia  de 
fluorescencia. 
  ∙ Una molécula de unión  al  surco menor del ADN  (MGBP, minor grove binding 
protein) en el extremo 3’, que permite una mayor eficacia en la discriminación alélica al 
incrementar las diferencias de Tm entre los oligonucleótidos unidos y no unidos al ADN.  
El  proceso  de  PCR  en  los  ensayos  de  discriminación  alélica  es  similar  a  una 
reacción de PCR común, pero se diferencia de ésta en que se unen tanto  los cebadores 
encargados de amplificar los fragmentos como las sondas que diferencian ambos alelos, 
que se unen a una de  las hebras de ADN desnaturalizado. Durante  la extensión,  la ADN 
polimerasa  se  encuentra  en  esa  hebra  de  ADN  con  la  sonda  o  sondas  hibridadas 






activación  de  la  actividad  exonucleasa  5’→3’,  la  digestión  de  la  sonda  o  sondas  y  la 
separación del  fluorocromo de  su  inhibidor  (grupo  receptor no  fluorescente), como  se 
señala en la Figura 10A. Así pues, a lo largo de los ciclos se van generando mayor número 
de  moléculas  de  fluorocromo  libre.  Las  muestras  heterocigotas  generarán  señal  de 






























by‐design  requiere  de  los  pasos  siguientes:  selección  del  SNP  y  la  secuencia  diana, 
informe a Applied Biosystems de  la  sonda que  se  requiere, medida de  la calidad de  la 





elementos  necesarios  para  la  realización  de  la  PCR:  AmpliTaq  Gold  DNA  polimerasa, 
dNTPs,  tampón específico  y MgCl2.  Incluye  además  la enzima AmpErasa para evitar  la 
formación  de  amplificados  inespecíficos  a  temperatura  ambiente:  inactiva  a AmpliTaq 
hasta  que  recibe  un  choque  de  calor,  se  desnaturaliza  y  comienza  la  amplificación 
específica. 
  ∙ 4‐10 ng de ADNg  (2,25 µl de ADN a 5 ng/µl), que  fue previamente dispensado 




en  aquellas  ocasiones  en  las  que  los  fluorocromos  presentan  una  buena  señal, 





Applied  Biosystems),  según:  desnaturalización  de  la  AmpErasa  a  58  ºC  durante  2 
minutos;  desnaturalización  previa  a  95  ºC  durante  10  minutos;  40  ciclos  de 
desnaturalización  a  95  ºC  durante  15  segundos,  y  anillamiento  y  elongación  a  60  ºC 
durante 1 minuto.  
Cada  ensayo  fue  analizado mediante  el  sistema ABI PRISM  Sequence Detection 
System 7900 HT (SDS v2.1, Applied Biosystems, EE.UU.). Según los datos de fluorescencia 












comprobada  en  un  grupo  de  24 muestras  de  población  control  y  1  control  negativo 
(blanco  sin  muestra  de  ADN).  Cuando  estos  ensayos  no  permitían  diferenciar 
adecuadamente  los grupos genotípicos en  las condiciones de temperatura  inicialmente 





       
    III.3.4. Amplifluor 
 
      III.3.4.1. Principios metodológicos de la discriminación alélica por Amplifluor 
El  genotipado  de  SNPs  mediante  la  técnica  Amplifluor®  SNPs  HT  Genotyping 
System  (Chemicon,  EE.UU.)  se  realizó  en  aquellos  casos  en  los  que  TaqMan  o  iPLEX 
fallaron  debido  a  problemas  en  el  ensayo.  Está  basado  en  el  mismo  principio  que 
TaqMan,  en  la  detección  directa  de  un  producto  de  PCR  tras  la  liberación  de  un 
fluorocromo.  El  principio  FRET  se  aplica  de  forma  similar  en  este  proceso  de 
discriminación alélica, dado que  la molécula  fluorogénica está de nuevo acoplada a un 
complejo  aceptor  “quencher” DABSYL  (4‐(dimetilamino)azo  benceno  ‐  ácido  sulfónico) 
que  va  a  limitar  su  actividad  a  un  momento  concreto  de  la  reacción  debido  a  la 
transferencia de energía que se produce entre ambos. Este ensayo incluye: 
∙  Dos  oligonucleótidos  marcados  universales  (UniPrimers)  que  llevan  una 
secuencia en el extremo 3’ que es complementaria al extremo 5’ de los oligonucleotidos 
específicos de alelo, y una  secuencia en el extremo 5’ que va a  formar una estructura 

















destruye  y  la  transferencia  de  energía  entre  el  fluorocromo  y  el  “quencher”  se 
interrumpe, liberando un mayor número de moléculas de fluorocromo libre en cada ciclo 
(Figura 11). De  forma  similar a  como ocurría  con TaqMan,  las muestras heterocigotas 















la  tecnología  Amplifluor  de  discriminación 
alélica.  Presenta  dos  fases:  Step  1: 
amplificación  de  la  secuencia  de ADN  con  los 
oligonucleótidos  específicos  de  alelo;  Step  2: 
marcaje y fluorescencia de cada alelo. 
           













  ∙ Una mezcla 10x que contiene  los  tres oligonucleótidos no marcados utilizados 
para  la PCR. El diseño de estos oligos  se  llevó a  cabo  según Amplifluor AssayArchitect 
Software. 






  ∙ 4‐10 ng de ADNg  (2,25 µl de ADN a 5 ng/µl), que  fue previamente dispensado 









∙  Segundo  paso  de  la  amplificación  con  repetición  de  22‐24  ciclos: 
desnaturalización  a  96  ºC  durante  10‐15  segundos,  anillamiento  a  55  ºC  durante  20 
segundos y elongación a 72 ºC durante 40 segundos. 
∙ Elongación final a 72 ºC durante 3 minutos. 
Cada  ensayo  fue  analizado mediante  el  sistema  7900  HT  Sequence  Detection 













    El uso de  la cromatografía  líquida desnaturalizante de alto rendimiento  (dHPLC, 
denaturing high pressured  liquid chromatography) como herramienta de discriminación 
alélica  fue  considerado  únicamente  en  aquellas  situaciones  en  las  que  los  ensayos 
mediante  sondas  TaqMan  o  Amplifluor  no  permitieron  discriminar  correctamente  los 
distintos grupos genotípicos o cuando el diseño de las sondas no era posible. Esto último 
pudo  deberse  a  que  la  secuencia  cercana  al  polimorfismo  de  interés  impedía  la 
generación  de  las  sondas  o  a  que  la  presencia  de  polimorfismos  próximos  al 
polimorfismo  de  interés  hacía  imposible  diseñar  sondas  que  permitiesen  diferenciar 
apropiadamente ambos alelos. Además, la aplicación más importante de esta tecnología 





retener  de  forma  distinta  en  una matriz  no  porosa  los  homodúplex  y  heterodúplex 
(fragmentos  de  ADN  que  muestran  o  no  una  complementariedad  absoluta, 
respectivamente) de un fragmento amplificado mediante PCR. 
El sistema utilizado, WAVE Nucleic Acid Fragment Análisis System (Transgenomic, 
Reino  Unido),  consiste  en  una  columna  formada  por  cuentas  de  poliestireno‐
divinilbenceno. Este copolímero, que está alquilado con dos cadenas carbonadas de 18 
átomos  (C‐18),  se  caracteriza por  ser electrostáticamente neutro e hidrofóbico, por  lo 
que  no  retiene  los  ácidos  nucleicos.  Para  la  absorción  del  ADN,  se  utiliza  acetato  de 












25%  acetonitrilo,  de  forma  que  a medida  que  la  concentración  de  acetonitrilo  en  la 
columna va aumentando,  la  interacción entre el TEAA y  los fragmentos amplificados se 




Para detectar  variantes  se  realizaron PCRs para  las que  los oligos diseñados  se 
presentan  en  el Anexo  I.5.,  y  los  fragmentos  amplificados  fueron  dispensados  en  una 
placa de 96 pocillos y sometidos a un ciclo de temperaturas que favorece la formación de 
heterodúplex  (95  ºC  durante  15  minutos  e  incubación  a  65  ºC  durante  1  hora) 














Figura  12:  Principio  metodológico  del 










El  software  del  sistema WAVEMAKER  Navigator  Software  v1.0  (Transgenomic, 
Reino  Unido)  analiza  la  secuencia  y  predice  las  condiciones  desnaturalizantes 
(temperaturas de 52‐75 ºC) apropiadas para el análisis mutacional del fragmento, si bien 
la  temperatura  de  análisis  puede  ser modificada  para  detectar  con mayor  eficacia  la 
presencia de  la variante  seleccionada, para  lo que  se observa más específicamente  las 
condiciones de desnaturalización de la secuencia próxima a la variante. 
Todas  las  variantes  detectadas  por  cromatografía  líquida  se  definieron  por 
técnicas de secuenciación. Una vez se asoció cada patrón cromatográfico a  la presencia 





Los  productos  de  PCR  purificados  fueron  secuenciados  de  forma  automática 
utilizando  terminadores  fluorescentes  Big  DyeTM  (Applied  Biosystems,  EE.UU.)  y  un 
secuenciador multicapilar ABI 3700. 
Inicialmente, se realiza una reacción de secuenciación cíclica de 20 µl de volumen 
final,  que  contiene  10  pM  del  oligonucleótido  elegido,  5%  de DMSO,  4 µl  de Big Dye 
terminador  y 4‐12 ng del producto purificado en  función del  tamaño del  fragmento  a 
secuenciar. La reacción se lleva a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 9700 



















      III.3.7.1. Principios metodológicos de la discriminación alélica por iPLEX 
La tecnología de MassARRAY®  iPLEX Gold (Sequenom, San Diego, EE.UU.) deriva 





ionización mediante  láser  asistida  por matriz‐tiempo  de  vuelo, Matrix‐Assisted  Laser 
Desorption/Ionization  ‐ Time‐Of‐Flight) y es empleado para determinar  la secuencia de 
nucleótidos  en  el  sitio  polimórfico  en  un  proceso  de minisecuenciación.  Con  hME  el 
número máximo de SNPs por ensayo es de 15. Sin embargo, en el caso de  iPLEX Gold, 
todas  las  reacciones  terminan  tras  una  extensión  de  una  base  (SBE,  single  base 
extention)  y  se  incorporan  terminadores  con masa modificada  (ver  Tabla  4),  lo  que 
permite genotipar hasta 36 SNPs por ensayo, aunque este número depende de los SNPs 




En  el  ensayo  iPLEX  se  realizan  los  pasos  que  se  describen  a  continuación  (ver 
Figura 13 para más detalle):  
a. Amplificación de la región de interés: 
Se  realiza  la amplificación de  todas  las  regiones de  interés  incluyendo  los SNPs 




  ∙  Los  elementos  necesarios  para  la  PCR:  HotStart  Taq  ADN  polimerasa  (que 








  ∙ 5‐10 ng de ADNg  (2,25 µl de ADN a 5 ng/µl), que  fue previamente dispensado 
















Se procede a  la  incorporación a  la reacción de  los oligonucleótidos anexos a  los 
SNPs y a la extensión de una sola base con ddNTPs15 con modificación de masa mediante 






una  concentración  final en el  volumen de  reacción de 0,625 µM, mientras que  los de 
mayor masa estarán a 1,25 µM. 
  ∙ Los elementos necesarios para la PCR: iPLEX buffer 10x y la enzima de iPLEX. 










El ciclo de  reacción de  iPLEX se  llevó a cabo en  termocicladores  (GeneAmp PCR 
system 9700, Applied Biosystems), siguiendo el siguiente programa: 
∙ Desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos. 
∙  Amplificación  con  repetición  de  5  ciclos:  anillamiento  a  52  ºC  durante  5 
segundos y elongación a 80 ºC durante 5 segundos. 
∙ Amplificación con  repetición de 40 ciclos: desnaturalización a 94 ºC durante 5 




La  eliminación  de  las  sales  del  producto  de  reacción mediante  el  uso  de  una 
resina es un paso necesario para evitar el  ruido en el análisis espectrométrico que  las 
sales  propias  de  la  reacción  de  PCR  podrían  introducir.  Para  ello,  los  productos  de  la 
reacción  iPLEX  se  diluyen  en  una mezcla  de  16  µl  de  H2Od  y  6 mg  de  resina  y  se 
centrifugan a 4.000 rpm. 
e. Dispensación en el SpectroCHIP bioarray: 






















Tabla  4:  Diferencias  de  masa  entre  los     
productos de iPLEX. 
Terminador  A  C  G  T 
A  0  ‐24  16  55,9 
C  24  0  40  79,9 
G  ‐16  ‐40  0  39,9 














Figura  13:  Principio  metodológico  del  iPLEX. 







  III.3.8.1.  Principios  metodológicos  de  la  discriminación  alélica  por  Illumina 
GoldenGate 
La  plataforma  Illumina  GoldenGate®  (Illumina,  San  Diego,  EE.UU.)  (Fan  et  al., 
2003;  Shen  et  al.,  2005)  constituye  un  sistema  de  genotipado  masivo  que  permite 
estudiar de 384 a 1.536 polimorfismos de forma simultánea en 96 muestras, generando 















  ∙  2  oligonucleótidos  específicos  de  los  alelos  de  interés,  que  constan  de  un 
extremo 3’ complementario a la secuencia próxima al polimorfismo y que se diferencian 
entre sí exclusivamente en la última base (correspondiente al SNP), y un extremo 5’ que 
incorpora  una  secuencia  para  la  unión  de  cebadores  universales  (P1, 
ACTTCGTCAGTAACGGAC, y P2, GAGTCGAGGTCATATCGT, cada una de ellas asociada a un 
alelo distinto). Cada oligonucleótido está marcado  con un  fluorocromo  (cianinas Cy3 y 
Cy5). 







de  alelos,  con  la  consiguiente  ligación  al  cebador  específico  de  locus. De  esta  forma, 
durante el proceso de extensión y  ligación, se generan de forma simultánea un número 















y  a  retener  las  hebras que  portan  los  fluorocromos.  Estas  últimas  se hibridan  con  las 
secuencias complementarias a la secuencia señal, que se localizan en los distintos puntos 
de genotipado del array. 
Una  vez  realizado  el  ensayo,  la  señal  emitida  por  ambos  fluorocromos  es 
registrada  a  través  de  un  sistema  de  imagen  confocal  de  0,5  µm  que  permite medir 
intensidades de  fluorescencia a 532 nm  (Cy3) y 635 nm  (Cy5), denominado Beadarray 









Una  vez medidas  estas  intensidades,  se  obtiene  la  representación  cartesiana  y 
polar  de  las  intensidades  de  ambos  fluorocromos.  El  propio  sistema  de  la  plataforma 
permite asignar un determinado genotipo a cada una de las muestras, aunque de forma 
manual se puede incluir o descartar genotipos marginales (Figura 14C). 
Para  nuestro  estudio  utilizamos  una OPA  (custom  oligonucleotide pool)  de  768 
SNPs que  comprendían 122  genes  implicados en  cáncer dentro de un proyecto piloto 

















A,  Descripción  de  la  metodología  Illumina 
GoldenGate. Sigue  los pasos siguientes: unión del 
ADNg  a  un  soporte  sólido,  anillamiento  de  los 
oligonucleótidos  específicos  de  alelo  y  del 
oligonucleótido  señal,  amplificación  y  ligación  e 
hibridación  en  el  array.  B,  Imagen  del  array 
durante  la  lectura  de  fluorocromos.  C, 






























XbaI  (New  England  BioLabs)  (Figura  15).  Esta  enzima  de  restricción,  que  lineariza  el 






















Una  vez  seleccionada  la  secuencia  que  se  quiere  amplificar  y  clonar,  y  se 

































b. Método  clásico  de  ligación  con  T4 DNA  ligase  (Invitrogen,  EE.UU.),  indicada 
para  aquellos  insertos  mayores  de  500  pb.  Se  calcula  una  proporción  3:1  de 
























resuspenden  las  células  en  su  volumen  original  (500 ml  aproximadamente)  de  H2Od 
miliQ estéril  a 4  ºC  y  se  vuelve  a  centrifugar  a 4.000  g durante 20 minutos  a 4  ºC. A 
continuación  se  resuspenden  las  células  en  la  mitad  del  volumen  original  (250  ml 
aproximadamente)  de  H2Od miliQ  estéril  a  4  ºC  y  se  vuelve  a  centrifugar  a  4.000  g 























La  extracción  de  los  vectores  portadores  de  inserto  clonados  por  bacterias 




El  ensayo  de  mutagenesis  dirigida  según  QuikChange®  XL  Site‐Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene, EE.UU.) es un sistema que incluye cambios puntuales en la 
secuencia  de  los  insertos  a  estudio,  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante  para  su 
ejecución.  
En la reacción de mutagénesis se utiliza la ADN polimerasa PfuTurbo para replicar 
ambas  cadenas  del  plásmido  con  una  alta  fidelidad,  y  dos  oligonucleótidos,  directo  y 
reverso, que cubren la zona a mutar e incluyen los cambios de interés. Para el diseño de 
los  oligos  se  utilizó  el  QuikChange  Primer  Design  Program  (Stratagene,  EE.UU.),  que 
















bovino  fetal  (FBS,  foetal  bovine  serum),  100  U/ml  de  penicilina,  100  µg/ml  de 
estreptomicina y 250 ng/ml de fungizona (anfotericina B). 
La  transfección  de  células  eucariotas  requirió  la  utilización  de  Lipofectamine™ 











Las  actividades  luciferasa  y  renilla18,  fueron  medidas  con  el  Dual‐Luciferase® 
Reporter Assay  System  (Promega,  EE.UU.),  como  indicaba  el  fabricante.  La medida  de 
luciferasa  fue  normalizada  con  la  de  renilla,  con  el  fin  de  eliminar  del  análisis  las 
variaciones propias de la técnica. 
                                                     
17 DMEM: Medio modificado de Dulbecco y Eagle (Dulbecco's modified Eagle's medium), es una mezcla de 
sales  enriquecida  con  aminoácidos  y  otros  componentes  esenciales  para  el  crecimiento  celular  que  se 
utiliza  comúnmente  como  medio  de  cultivo  de  células  eucariotas.  Contiene  4,5  g/L  de  glucosa  y  L‐
glutamina. 
18 Luciferasa es el nombre genérico para  las enzimas que producen bioluminiscencia. La más conocida y 













En  la  RT‐Q‐PCR  (reverse  transcriptase  quantitative  PCR  o  PCR  cuantitativa  o  a 
tiempo real tras una transcripción reversa)  los procesos de amplificación y detección se 
producen  de  manera  simultánea,  donde  se  emplean  oligonucleótidos  para  la 
amplificación de la región de interés y sondas marcadas con fluorocromos para detectar 
dicha amplificación a tiempo real. Las sondas de hidrólisis de Roche empleadas en esta 









PCR es posible  realizar  la medición de  la cantidad de ARNm de una muestra de  forma 
indirecta tras una reacción de retro‐transcripción. 
a. Reacción de retro‐transcripción (RT‐PCR) 




previamente  una  recta  patrón  con  concentraciones  crecientes  de  un  ADN 
complementario  (ADNc)  control  a  1,  1/10,  1/100,  1/1.000,  1/10.000  y  1/100.000  del 























de  los  oligonucleótidos  y  polimerización, 




































III.4.3.1.  Inmunohistoquímica  de  piezas  de  tejido  mamario  embebido  en 
parafina 

























Las  condiciones  de  unión  del  anticuerpo  al  tejido mamario  fueron  optimizadas 
para el anticuerpo E2F‐1 de UPSTATE (clones KH20 y KH95, EE.UU.). La temperatura, el 
pH y la dilución se ajustaron con el fin de producir el mejor control.  
El  proceso  automatizado  con  el  equipo  BOND  de  Vision  Bio  System  incluyó: 
desparafinación  (indicada  más  arriba),  recuperación  del  antígeno  y  ensayo  de 
inmunohistoquímica. Para el paso de recuperación del antígeno, se realizó una inducción 
por  calor usando un  tampón de  citrato 10 mM pH 6,  a  96  ºC durante 30 minutos.  El 
anticuerpo primario de  ratón E2F‐1 se añadió al  tejido durante al menos 30 minutos a 
temperatura ambiente en una dilución 1:100, con Novolink™ peroxidase como sistema 
de visualización. Las  secciones  fueron entonces  incubadas con DAB  (diaminobenzidina) 
durante  67 minutos.  Posteriormente,  las  secciones  volvieron  a  ser  deshidratadas  en 
alcohol, lavadas en xilol y montadas. 
La  inmunohistoquímica  fue  interpretada por un patólogo bajo un  sistema ciego 
de  cuantificación  de  la  expresión  de  E2F1  en  los  diferentes  grupos  de muestras.  La 
inmunorreactividad  fue  considerada positiva  cuando  las  células de  los ductos o de  los 





























valores  asociados  fueron  estimados  mediante  un  test  chi‐cuadrado  (χ2),  siempre 
utilizando  como  referencia  el  alelo más  frecuente  en  controles.  Para  ello  se  utilizó  la 





  Los  riesgos  relativos  asociados  a  los  genotipos  de  cada  SNP,  fueron  estimados 
mediante un  test  χ2  y  regresión  logística no  condicionada mediante el programa  SPSS 
v15.0 y  la herramienta Hardy‐Weinberg equilibrium calculator antes mencionada. En el 
análisis  de  los  SNPs,  los  modelos  dominantes,  codominantes  y  recesivos  fueron 
considerados,  siempre  utilizando  como  referencia  el  genotipo  de  los  homocigotos  del 
alelo más frecuente en controles, seleccionando el modelo más adecuado según el test 
de  máxima  verosimilitud  (codominante  versus  lo  demás).  Por  otra  parte,  aquellos 
factores  de  riesgo  conocidos  para  cáncer  de mama  como  son  la  edad  (establecido  el 
                                                     











corte en  la mediana de edad de  los  controles),  la paridad  (nulípara  frente a unípara y 
multípara),  la  edad  de  menarquia  (establecido  el  corte  en  la  mediana  de  edad  de 







Un  haplotipo  es  un  conjunto  específico  de  alelos  observados  en  un  único 
cromosoma. Teniendo en cuenta los genotipos de los SNPs estudiados para cada uno de 
los genes, procedimos a estimar  los posibles haplotipos de éstos. Para ello, se hizo uso 
del  programa  PHASE  v2.0.  Este  método  computacional  permite,  usando  análisis 


























También  se  evaluó  la  asociación  entre  los  polimorfismos  genotipados  y  varias 
características  clínicas  y  tumorales por  regresión  logística,  con el  fin de determinar  su 
implicación en  la enfermedad  como potenciales efectos modificadores de  la expresión 
fenotípica  y  su  interacción  con  el  genotipo.  Para  ello,  se  comparó  cada  una  de  las 
categorías dentro de cada variable evaluada considerando sólo el grupo CME, puesto que 
aquellos  valores  comunes  para  casos  y  controles  ya  habían  sido  evaluados  al  ser 
considerados  los  factores  de  confusión  para  el  cáncer  de  mama  o  bien  no  tener 
suficiente representación en  la muestra. Las características que se consideraron fueron: 




de  estrógenos  y  progesterona  (los  que  tienen  una mayor  representación  en  nuestra 
población).  La  estratificación  de  la  muestra  en  función  de  las  diferentes  categorías 
establecidas y la comparación con el grupo CoCM sólo se llevó a cabo cuando el análisis 
anterior  llevaba  a  diferencias  entre  grupos  según  el  genotipo,  a  fin  de  determinar  su 
implicación en el desarrollo de la enfermedad. 
Asimismo,  se  establecieron  análisis  de  supervivencia,  tanto  en  función  de  las 







con  medias  y  desviaciones  estándar  de  resultados  de  expresión  de  luciferasa 
normalizados con los datos de expresión de renilla, en experimentos repetidos al menos 
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existían  diferencias  entre  CoCM  y  CME  en  aquellas  características  clínicas  comunes  a 
ambos  grupos  descritas  previamente  en  la  Tabla  2.  Con  ello  se  pretendió  definir  los 
factores de  confusión para el  cáncer de mama en nuestro grupo de muestras, que  se 
utilizarían  en  la  corrección  de  los  análisis  estadísticos  de  asociación  del  genotipo  a  la 
enfermedad. 
Las  características  clínicas  que  se  observaron  se  distribuían  de  una  manera 
estadísticamente diferente entre  casos y  controles para  cáncer de mama, y  fueron  las 
que se señalan a continuación: edad de diagnóstico para CME o edad en el momento de 
participación en el estudio para CoCM (p=1,08x10‐6), paridad o número de hijos nacidos 









análisis  estadísticos  del  presente  trabajo.  Si  bien  la  edad  de  menarquia  no  es 
estadísticamente diferente entre  casos y    controles en nuestra  colección,  sí que  se ha 

















El ensayo de  supervivencia para  las diferentes  características  clínicas  se  realizó 
con el fin de definir la importancia de cada una de ellas en la evolución de la enfermedad. 




























Tabla 5: Análisis de  supervivencia  en  función de  características  clínicas  y  tumorales 
por regresión de Cox. 
  N=338 
Característica clínica y tumoral OR I.C. 95% p‐valor 
Historia clínica de cáncer de mama anterior 0,48 0,06‐3,53 0,468 
Historia familiar de cáncer de mama 2,07 0,93‐4,62 0,075 
Histología del tumor  3,93 0,53‐29,10 0,181 
Grado del tumor  3,97 1,89‐8,36 2,86x10‐4 
Tamaño del tumor  3,98 1,80‐8,77 0,001 
Metástasis de ganglios linfáticos al diagnóstico 17,53 5,27‐58,29 2,98x10‐6 
Metastasis general al momento del diagnóstico 21,08 8,14‐54,57 3,37x10‐10 
ER  0,55 0,23‐1,31 0,174 
PR  0,47 0,20‐1,09 0,080 



































Figura  17:  Representación  gráfica  de  los  resultados  de  supervivencia  significativamente  diferentes  en  función  de  las 















Para  el  presente  trabajo  se  tomó  como  punto  de  referencia  en  el  estudio  de 





cáncer de mama  familiar eran BRCA1, BRCA2, CHEK2  y ATM  (Oldenburg et al., 2007), 
entre  otros,  y  las  proteínas  que  codificaban  intervenían,  fundamentalmente,  en  las 
funciones arriba descritas.  
Los genes seleccionados de la ruta de reparación del ADN fueron 13 miembros de 
la  familia  de  genes  FANC:  FANCA,  FANCB,  FANCC,  FANCD1/BRCA2,  FANCD2,  FANCE, 
FANCF,  FANCG,  FANCI,  FANCJ/BRIP1,  FANCL,  FANCM,  FANCN/PALB1,  y  6  genes 






cromosómica,  la  posición  en  el  gen  (que  podría  indicar  su  función  putativa  en  la 
expresión  génica),  el  cambio  nucleotídico  que  produce,  el  cambio  de  aminoácido  que 


















FANCD2,  rs722509,  un  cambio  localizado  en  el  intrón  19  y  rs2272125,  que  lleva  a  un 
cambio sinónimo p.Leu1366Leu en el exón 42 del gen (ver Figura 18), reveló que el SNP 
rs2272125 presenta una MAF mayor en casos de cáncer de mama esporádico comparada 
con  controles  (0,13  versus  0,10,  respectivamente),  lo  que  supone  una  diferencia 
estadísticamente  significativa  (p=0,005).  Por  otra  parte,  la  comparación  de  las 
frecuencias  de  genotipos  estimó  que  el  riesgo  para  el  desarrollo  de  cáncer  de mama 
esporádico asociado a rs2272125, siguiendo un modelo codominante, es más del doble 
en homocigotos raros “CC” (OR=2,77, 95% I.C. 1,08‐7,13, p=0,030) que en heterocigotos 
“AC”  (OR=1,28,  95%  I.C.  1,02‐1,62,  p=0,040),  comparándolo  con  los  homocigotos 





















Se  indica  la  localización  de  los  SNPs  genotipados  inicialmente,  rs722509  y  rs2272125,  así  como  aquellos 







de  genotipos  en  FANCD2.  Se 
indican  los  ORs  (rombos,  en 
rojo  con  estadística 









para  FANCD2  entre  casos  y  controles  se  presentan  en  la  Figura  20A  y  la  Figura  20B, 
respectivamente. 
El  análisis  mediante  la  herramienta  PHASE  v2.0  desveló  la  existencia  de  un 
haplotipo común, “TA” o “H1”, encontrado en ambos grupos, CME y CoCM, y que  lleva 
los alelos comunes “T” de rs722509 y “A” de rs2272125. Además, estimó  los diplotipos 
para  cada  muestra,  así  como  sus  frecuencias  en  cada  grupo,  y  se  estableció  como 
referencia el diplotipo compuesto por el haplotipo más frecuente en controles, “TA/TA” 
(portador de los dos cromosomas más comunes). 
La  comparación  de  frecuencias  de  haplotipos  entre  casos  y  controles  para  el 
haplotipo “TC” o “H2”, que lleva el alelo raro “C” de rs2272125, muestra un OR estimado 
con respecto a “TA” de 4,46 (95%  I.C. 1,51‐13,21, p=0,007),  lo cual sigue  indicando una 






































cáncer  de mama  esporádico,  como  ocurría  con  los  análisis  de  frecuencias  alélicas  y 
genotípicas (ver Figura 20A). 
Asimismo,  el  análisis  de  los  diplotipos  determinó  que  llevar  el  cromosoma  de 
riesgo “TC” en el diplotipo “TA/TC” estaba asociado a un incremento en el riesgo para el 
cáncer  de  mama  de  3,57  (95%  I.C.  1,17‐10,90,  p=0,030),  relativo  al  diplotipo  de 




Debido  a  la  imposibilidad  del  análisis  estadístico  del  diplotipo  “TC/AC”,  al  no  estar 
presente en el grupo de  referencia de controles para cáncer,  se combinaron  todos  los 
portadores de “TC”, y  la comparación de  sus  frecuencias  respecto a “TA/TA” confirmó 




























(A)  y  diplotipos  (B)  en 
FANCD2. Se  indican  los ORs 
(rombos,  en  rojo  con 
estadística  significativa)  e 
intervalos  de  confianza 
(líneas  verticales).  Los  p‐
valores  significativos  están 
indicados.  Los  haplotipos 
detectados  son:  “TA”,  “TC”, 
“AA”  y  “AC”.  Los  diplotipos 
se  han  nombrado  según: 
D1‐1,  “TA/TA”;  D1‐2, 
“TA/TC”; D1‐3, “TA/AA”; D1‐
4,  “TA/AC”;  D4‐4,  “AC/AC”; 










en  los  apartados  III.2.2.2.  y  III.2.2.3.,  que  aplicaban  dos  métodos  diferentes  de 
estimación  de  bloques  de  DL,  Confidence  Interval  Method  y  4  Gamete  Rule,  y  se 
estableció que dicho bloque  se extiende a  lo  largo de  todo el gen FANCD2,  cubriendo 
más de 100 Kb (ver Figura 21). Además de FANCD2, según el método de análisis tomado 




consenso  en  su  inclusión  en  el mismo  bloque  de  DL  que  FANCD2,  hizo  rechazar  su 
































































“TC”  (aquellas pacientes  “TA/TC” y  “TC/AC”). Se procedió, por  tanto, al estudio de  las 
regiones descritas  como  funcionales dentro de  la proteína FANCD2 por  secuenciación; 
éstas  son:  el  motivo  de  fosforilación,  localizado  en  el  exón  9,  y  el  motivo  de 
monoubiquitinación,  localizado  en  el  exón  19  (ver  Figura  18  para mayor  detalle).  Sin 
embargo,  no  se  encontró  ningún  cambio  en  las  regiones  señaladas  con  respecto  a  la 
secuencia de referencia (NC_000004). 
Se  trató, pues, de caracterizar  la  región que  rodea a  rs2272125  (del exón 38 al 
exón 42), así como la zona promotora (1.500 pb antes del codón de inicio) y 3’UTR, estas 
dos últimas como dominios con funcionalidad putativa, a través de la tecnología dHPLC. 
Se  encontraron  tres  variantes  en  la  región  promotora:  rs781871  (sin  MAF  descrita 
previamente), rs17032268 (NCBI MAF=0,22) y el SNP ss49839682 detectado por primera 
vez en nuestro grupo (posteriormente nombrado como rs33917318, a ‐544 pb del codón 
de  inicio). A 13 pb  corriente  abajo del exón 38, en el  intrón 38,  se  localizó el  cambio 
rs9811771,  con MAF  desconocida.  Finalmente,  se  detectaron  cuatro  SNPs  en  la  zona 
3’UTR, estando uno de ellos, rs7647987, localizado antes de la secuencia de poliA (NCBI 
MAF=0,12),  mientras  que  los  otros  tres  se  encontraban  después  del  poliA:  rs3826, 
rs11716842, y un polimorfismo detectado por primera vez, ss49839681 (posteriormente 
nombrado  como  rs34305518,  a  +421  pb  del  codón  de  parada),  todos  con  MAF 










  Promotor  Intrón 38  Exón 43 
Muestra  rs781871  rs33917318  rs17032268  rs9811771  rs7647987  rs34305518  rs3826  rs11716842 
CME‐1  T/T  T/C  C/T  A/A A/A ‐ ‐  ‐ 
CME‐2  T/A  T/T  C/C  A/A A/A ‐ ‐  ‐ 
CME‐3  T/T  T/C  C/T  A/G A/G T/A T/G  C/T 
CME‐4  T/A  T/T  C/C  A/A A/A T/A T/T  C/T 
CME‐5  T/T  T/T  C/C  A/A A/A T/T T/T  C/C 
CME‐6  ‐  T/T  C/C  A/A A/A T/T T/T  C/C 
CME‐7  T/T  T/T  C/C  A/G A/A T/T T/T  C/C 
CME‐8  T/T  T/T  C/C  A/A A/A ‐ ‐  ‐ 
CME‐9  ‐  ‐  ‐  A/A A/A ‐ ‐  ‐ 
CME‐10  ‐  T/T  C/C  A/A A/A T/T T/T  C/C 
CME‐11  ‐  ‐  ‐  A/A A/A ‐ ‐  ‐ 
CME‐12  T/A  T/T  C/C  A/A A/G T/T T/T  C/C 
CME‐13  T/T  T/C  C/T  A/G A/G T/T T/T  C/C 
CME‐14  T/T  T/T  C/C  A/G A/G T/A T/G  C/C 
CoCM‐1  T/T  T/C  C/C  A/A A/G T/T T/T  C/C 
CoCM‐2  T/T  T/C  C/T  A/G A/G ‐ ‐  ‐ 




Todas  las  variantes  detectadas  en  los  portadores  del  haplotipo  2  (“H2”)  “TC” 
estaban  en  alto  DL  y,  de  acuerdo  con  el  programa  PHASE  v2.0,  se  encontraban 
encuadradas  dentro  de  un mismo  haplotipo,  denominado  haplotipo  2  variante  “H2V” 
(CTGGAG,  zona  sombreada en gris en  la Tabla 6). Cuatro personas portaban  secciones 




ellas  se  acumulaba  en  portadores  de  “TC”.  Éstas  fueron:  rs33917318,  rs17032268, 
rs9811771  y  rs7647987,  elegidas  según  su  posible  función  dentro  del  gen  y  porque 
comparten  la mayor  parte  de  “H2V”.  Sólo  dos  de  las  cuatro  variantes  seleccionadas 
(rs33917318  y  rs9811771)  parecían  estar  presentes  de  modo  más  frecuente  en 












Tabla  7:  Frecuencias  alélicas  observadas  para  cuatro  SNPs  putativamente  funcionales  en 
portadores del haplotipo “TC”. 
   Portadores de “TC”  190 No‐portadores de “TC”   1.100 No‐portadores de “TC”  
SNP  Nam/Na  MAF  Nam/Na MAF Nam/Na MAF 
rs33917318  5/30  0,17*  34/380 0,09* 248/2166  0,11* 
rs17032268  4/26  0,13  34/346 0,10 ‐ ‐ 
rs9811771  5/34  0,15** 35/376 0,09** 265/2154  0,12** 
rs7647987  6/28  0,18  54/298 0,18 ‐ ‐ 
Nam, número de alelos menores; Na, número total de alelos; MAF, frecuencia del alelo menor. * p 
(comparación de MAFs) = 0,2 y 0,4, usando 190 y 1.083 no‐portadores de “TC”, respectivamente. 
























Figura  22:  A,  Representación  del  estudio  filogenético  en mamíferos  para  el  gen  FANCD2  según  ECR 






























Se  realizó un análisis de conservación de  secuencia de  las cuatro variantes que 
conforman “H2V” en FANCD2 en una serie de especies de mamíferos: H. sapiens versus P. 




Un análisis más exhaustivo de  la región conservada en  la que se encuentran  los 
SNPs arriba mencionados, determinó que estas dos variantes se encuentran  localizadas 
en  la  zona  promotora  del  gen,  en  regiones  con motivos  consenso  para  factores  de 
transcripción  (Figura  23A  y  Figura  23B,  para  cada  cambio,  respectivamente),  siendo 
rs17032268  la más directamente relacionada con estos elementos al estar localizada en 
el  sitio  de  unión  de  E2F1.  Tanto  la  variante  rs9811771,  localizada  cerca  del  sitio  de 
splicing  exón/intrón,  como  rs7647987,  cerca  de  la  zona  3’UTR,  no  se  conservan  en 














































Figura  24.  Análisis  filogenético  de  la  conservación  de  secuencia  en  mamíferos  de 
rs9811771 (A) y rs7647987 (B), según T‐coffee. Las cajas rojas representan las secuencias 
altamente  conservadas  y  se  indican  los  sitios  consenso  de  unión  de  factores  de 






SNP  en  FANCD2,  se  consideró  oportuno  el  estudio  de  la  familia  de  genes  FANC  al 





El análisis de  la distribución de  los tres  tipos de genotipos  (homocigoto normal, 
heterocigoto  y  homocigoto  raro)  de  los  genes  FANC  entre  CME  y  CoCM  permitió 
identificar un total de 6 SNPs que se desviaban de manera estadísticamente significativa 
de HWE (p<0,05) en CoCM, descartados en el estudio estadístico posterior. Sólo uno de 

















      CoCM  CME    
Gen  SNP  p‐valor HWE  MAF  p‐valor HWE  MAF  OR (I.C. 95%)  p‐valor 
FANCA 
rs2376879  0,120  0,28  1,000  0,26  0,90 (0,74‐1,08)  0,237 
rs7190823  0,344  0,33  0,626  0,31  0,91 (0,76‐1,08)  0,269 
rs1057042  1,000  0,27  0,441  0,25  0,92 (0,77‐1,11)  0,390 
rs2239359  0,196  0,31  0,286  0,33  1,08 (0,90‐1,29)  0,397 
rs3785275  0,741  0,25  0,495  0,24  0,93 (0,77‐1,13)  0,468 
rs7195066  0,414  0,30  0,836  0,29  0,98 (0,82‐1,17)  0,806 
rs2238526  0,670  0,43  0,552  0,44  1,02 (0,87‐1,21)  0,780 
rs1800359  0,675  0,49  0,676  0,49  0,99 (0,84‐1,17)  0,901 
FANCB  rs5935816  0,129  0,39  0,856  0,39  0,98 (0,83‐1,17)  0,844 
rs2905223  0,281  0,39  1,000  0,38  0,98 (0,83‐1,17)  0,821 
FANCC 
rs554879  0,857  0,45  0,606  0,45  0,99 (0,83‐1,18)  0,917 
rs4647554  0,344  0,39  0,857  0,39  1,01 (0,85‐1,21)  0,877 
rs1045276  0,122  0,20  0,676  0,19  0,94 (0,76‐1,17)  0,601 
FANCD1/BRCA2 
rs206116  0,923  0,36  1,000  0,41  1,19 (1,00‐1,42)  0,055 
rs3092989  0,096  0,17  0,223  0,15  0,92 (0,73‐1,15)  0,447 
rs1801439  0,487  0,03  1,000  0,03  1,02 (0,65‐1,60)  0,921 
rs1801406  0,357  0,29  0,471  0,28  0,98 (0,82‐1,18)  0,864 
rs206079  0,802  0,49  0,209  0,50  1,02 (0,86‐1,20)  0,834 
rs9534262  0,553  0,48  0,237  0,46  0,92 (0,78‐1,09)  0,322 
rs206146  1,000  0,21  0,649  0,24  1,23 (1,01‐1,50)  0,039 
rs15869  0,589  0,19  0,476  0,23  1,25 (1,02‐1,52)  0,033 
FANCD2 
rs33917318  0,822  0,11  1,000  0,12  1,11 (0,85‐1,45)  0,452 
rs722509  1,000  0,11  0,875  0,12  1,15 (0,94‐1,41)  0,182 
rs9811771  1,000  0,12  0,306  0,13  1,11 (0,84‐1,45)  0,469 
rs2272125  0,352  0,10  0,883  0,13  1,34 (1,09‐1,65)  0,006 
FANCE  rs2395626  0,916  0,31  0,539  0,30  0,96 (0,80‐1,16)  0,662 
rs760782  0,788  0,48  0,353  0,48  0,99 (0,84‐1,17)  0,909 
FANCF  rs3740615  0,129  0,15  0,529  0,16  1,09 (0,86‐1,38)  0,466 
rs4447177  0,699  0,21  1,000  0,23  1,11 (0,90‐1,36)  0,338 
FANCG 
rs568300  0,409  0,42  0,929  0,39  0,90 (0,76‐1,08)  0,257 
rs2258240  0,589  0,21  0,661  0,18  0,83 (0,67‐1,03)  0,086 
rs1053318  0,073  0,20  0,527  0,21  1,02 (0,83‐1,26)  0,842 
FANCI 
rs7168941  0,215  0,10  0,404  0,09  0,86 (0,64‐1,15)  0,308 
rs8032440  0,538  0,04  0,402  0,03  0,83 (0,52‐1,33)  0,438 
rs3087374  0,015  0,09  0,155  0,07  0,71 (0,52‐0,98)  0,037 
FANCJ/BRIP1 
rs8080599  0,502  0,16  1,000  0,17  1,12 (0,89‐1,41)  0,337 
rs2048718  1,000  0,41  0,727  0,44  1,13 (0,97‐1,32)  0,111 
rs4988340  2,26x10‐21  0,21  5,16x10‐18  0,24  1,17 (0,98‐1,41)  0,090 
rs4988351  0,053  0,23  0,907  0,24  1,05 (0,88‐1,26)  0,582 
rs9897928  0,147  0,22  1,000  0,25  1,13 (0,92‐1,38)  0,259 
rs1557720  0,014  0,35  1,000  0,36  1,02 (0,85‐1,21)  0,857 
rs4986765  0,025  0,28  0,913  0,27  0,96 (0,81‐1,14)  0,607 
rs4988357  0,019  0,42  1,000  0,41  0,98 (0,84‐1,14)  0,784 
rs7220740  1,000  0,36  0,439  0,34  0,89 (0,74‐1,07)  0,196 
FANCL 
rs3771224  0,610  0,30  0,553  0,32  1,11 (0,92‐1,33)  0,266 
rs1011314  0,476  0,30  0,325  0,32  1,11 (0,92‐1,33)  0,268 
rs848289  0,685  0,30  0,690  0,31  1,07 (0,89‐1,28)  0,471 
FANCM 
rs8020533  0,661  0,11  0,835  0,12  1,08 (0,83‐1,41)  0,577 
rs226984  0,015  0,23  0,557  0,24  1,06 (0,87‐1,29)  0,592 
rs226981  0,195  0,45  0,795  0,45  0,98 (0,83‐1,16)  0,786 
rs3736772  1,000  0,09  1,000  0,11  1,31 (0,98‐1,74)  0,066 
FANCN/PALB1 
rs8058061  0,200  0,05  0,621  0,05  0,86 (0,59‐1,27)  0,456 
rs249941  0,323  0,19  0,683  0,20  1,07 (0,86‐1,32)  0,546 
rs16940342  0,547  0,17  0,759  0,17  1,01 (0,81‐1,26)  0,939 
rs447529  0,543  0,12  0,181  0,11  0,90 (0,69‐1,17)  0,422 








El  análisis  estadístico  de  la  distribución  de  frecuencias  alélicas  de  los  SNPs 
analizados en  los genes FANC que siguen el HWE en CoCM, desveló asociación a riesgo 
para  cáncer  de  mama  esporádico  en  el  SNP  intrónico  rs206146  de  FANCD1/BRCA2 






la distribución de  los genotipos entre casos y controles  (Tabla 9) permitió de nuevo  la 
detección  de  asociación  a  la  enfermedad  de  los  SNPs  arriba  mencionados  para 
FANCD1/BRCA2. Así pues,  se pudo  constatar una  asociación  a  riesgo estadísticamente 
significativa para los cambios rs206146 y rs15869 de FANCD1/BRCA2 (OR=1,23, 95% I.C. 
1,01‐1,50,  p=0,040  y OR=1,24,  95%  I.C.  1,02‐1,52,  p=0,034,  respectivamente).  Si  bien 
estos  dos  SNPs  pierden  su  significación  estadística  una  vez  se  realiza  el  análisis 










      Genotipo  Univariante  Multivariate  Supervivencia 
Gen  SNP  Alelo aditivo  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%)  p‐valor 
FANCA 
rs2376879  G  0,90 (0,74‐1,09)  0,276  0,97 (0,76‐1,25)  0,813  0,52 (0,26‐1,04)  0,065 
rs7190823  C  0,91 (0,76‐1,09)  0,322  0,98 (0,78‐1,25)  0,891  0,58 (0,31‐1,10)  0,095 
rs1057042  G  0,94 (0,78‐1,14)  0,519  0,92 (0,72‐1,19)  0,531  0,48 (0,23‐0,98)  0,045 
rs2239359  T  1,08 (0,90‐1,28)  0,409  0,94 (0,76‐1,17)  0,580  0,36 (0,17‐0,75)  0,007 
rs3785275  C  0,94 (0,77‐1,14)  0,529  0,96 (0,74‐1,23)  0,737  0,49 (0,23‐1,04)  0,063 
rs7195066  T  0,98 (0,64‐1,57)  0,804  1,04 (0,83‐1,30)  0,726  0,52 (0,29‐0,95)  0,033 
rs2238526  G  1,02 (0,86‐1,21)  0,815  0,97 (0,78‐1,21)  0,798  0,42 (0,20‐0,86)  0,018 
rs1800359  T  0,98 (0,83‐1,16)  0,802  1,03 (0,83‐1,28)  0,801  2,62 (1,44‐4,76)  0,002 
FANCB  rs5935816  G  0,98 (0,82‐1,17)  0,841  0,95 (0,77‐1,17)  0,623  1,16 (0,68‐1,99)  0,581 
rs2905223  A  0,98 (0,82‐1,17)  0,818  0,97 (0,73‐1,30)  0,853  1,17 (0,68‐1,99)  0,570 
FANCC 
rs554879  C  0,99 (0,84‐1,18)  0,947  1,15 (0,93‐1,42)  0,203  1,17 (0,68‐2,02)  0,578 
rs4647554  C  1,01 (0,85‐1,21)  0,886  0,96 (0,78‐1,19)  0,725  0,77 (0,44‐1,33)  0,339 
rs1045276  T  0,94 (0,75‐1,17)  0,574  0,90 (0,69‐1,18)  0,447  1,95 (1,11‐3,43)  0,020 
FANCD1/ 
BRCA2 
rs206116  T  1,19 (1,00‐1,42)  0,056  1,18 (0,95‐1,47)  0,145  0,87 (0,52‐1,48)  0,613 
rs3092989  A  0,91 (0,72‐1,15)  0,422  0,99 (0,73‐1,34)  0,945  1,37 (0,70‐2,68)  0,365 
rs1801439  G  1,02 (0,65‐1,60)  0,940  0,99 (0,53‐1,85)  0,969  0,71 (0,10‐5,26)  0,739 
rs1801406  G  0,97 (0,81‐1,17)  0,776  1,06 (0,83‐1,36)  0,647  0,49 (0,24‐0,99)  0,046 
rs206079  G  1,02 (0,87‐1,21)  0,798  0,89 (0,72‐1,11)  0,306  1,59 (0,93‐2,72)  0,092 
rs9534262  C  0,92 (0,78‐1,09)  0,323  0,98 (0,79‐1,22)  0,884  0,74 (0,44‐1,26)  0,271 
rs206146  A  1,23 (1,01‐1,50)  0,040  1,31 (0,88‐1,45)  0,333  1,00 (0,56‐1,78)  0,999 
rs15869  C  1,24 (1,02‐1,52)  0,034  1,13 (0,88‐1,46)  0,344  1,11 (0,63‐1,97)  0,722 
FANCD2 
rs33917318  C  1,11 (0,85‐1,46)  0,451  1,12 (0,80‐1,56)  0,506  0,28 (0,07‐1,16)  0,080 
rs722509  A  1,15 (0,94‐1,42)  0,186  1,06 (0,77‐1,46)  0,729  0,52 (0,18‐1,46)  0,211 
rs9811771  G  1,11 (0,84‐1,46)  0,463  1,09 (0,78‐1,53)  0,622  0,57 (0,20‐1,65)  0,301 
rs2272125  C  1,36 (1,09‐1,68)  0,006  1,27 (0,90‐1,79)  0,172  0,40 (0,13‐1,30)  0,129 
FANCE  rs2395626  G  1,00 (0,85‐1,19)  0,963  1,08 (0,88‐1,33)  0,469  0,98 (0,56‐1,72)  0,954 
rs760782  A  0,96 (0,79‐1,15)  0,640  1,01 (0,80‐1,27)  0,948  1,04 (0,59‐1,85)  0,896 
FANCF  rs3740615  T  1,09 (0,87‐1,36)  0,476  1,04 (0,79‐1,36)  0,782  0,68 (0,32‐1,49)  0,340 
rs4447177  G  1,11 (0,90‐1,36)  0,335  1,24 (0,97‐1,59)  0,091  0,93 (0,50‐1,73)  0,815 
FANCG 
rs568300  T  1,03 (0,83‐1,27)  0,823  1,06 (0,81‐1,39)  0,674  1,08 (0,59‐1,96)  0,813 
rs2258240  T  0,83 (0,67‐1,03)  0,084  0,89 (0,68‐1,16)  0,395  1,12 (0,61‐2,07)  0,720 
rs1053318  T  0,90 (0,76‐1,08)  0,250  0,99 (0,80‐1,23)  0,918  1,27 (0,73‐2,21)  0,405 
FANCI  rs7168941  A  0,86 (0,65‐1,15)  0,319  0,84 (0,59‐1,21)  0,347  1,20 (0,53‐2,74)  0,663 
rs8032440  C  0,84 (0,53‐1,33)  0,443  0,73 (0,43‐1,25)  0,254  0,06 (0,00‐22,82)  0,346 
FANCJ/ 
BRIP1 
rs8080599  T  1,12 (0,89‐1,42)  0,331  0,94 (0,70‐1,26)  0,681  0,45 (0,16‐1,26)  0,128 
rs2048718  T  1,13 (0,97‐1,32)  0,121  0,99 (0,80‐1,23)  0,960  1,70 (0,93‐3,11)  0,088 
rs4988351  G  1,05 (0,87‐1,26)  0,635  0,98 (0,77‐1,24)  0,836  1,23 (0,69‐2,19)  0,490 
rs9897928  A  1,13 (0,92‐1,40)  0,243  1,08 (0,84‐1,40)  0,528  1,28 (0,70‐2,33)  0,419 
rs7220740  A  0,88 (0,74‐1,06)  0,186  1,01 (0,80‐1,26)  0,953  0,99 (0,51‐1,94)  0,987 
FANCL 
rs3771224  T  1,11 (0,92‐1,34)  0,260  1,16 (0,93‐1,45)  0,199  1,10 (0,62‐1,95)  0,743 
rs1011314  A  1,10 (0,92‐1,32)  0,277  1,15 (0,92‐1,43)  0,221  0,94 (0,53‐1,69)  0,838 
rs848289  A  1,07 (0,89‐1,29)  0,467  1,09 (0,87‐1,36)  0,459  1,08 (0,61‐1,91)  0,785 
FANCM 
rs8020533  A  1,08 (0,83‐1,41)  0,576  1,19 (0,86‐1,65)  0,304  0,62 (0,23‐1,66)  0,340 
rs226981  A  0,98 (0,83‐1,16)  0,788  0,93 (0,76‐1,13)  0,447  1,66 (0,96‐2,85)  0,068 
rs3736772  C  1,31 (0,98‐1,75)  0,066  1,38 (0,98‐1,96)  0,069  0,37 (0,09‐1,47)  0,159 
FANCN/ 
PALB1 
rs8058061  G  0,86 (0,59‐1,27)  0,457  1,06 (0,66‐1,73)  0,802  0,79 (0,19‐3,35)  0,748 
rs249941  T  1,07 (0,86‐1,33)  0,543  0,94 (0,72‐1,23)  0,667  1,04 (0,54‐2,00)  0,919 
rs16940342  G  1,01 (0,81‐1,26)  0,940  1,08 (0,82‐1,42)  0,592  0,62 (0,29‐1,38)  0,239 
rs447529  C  0,90 (0,68‐1,17)  0,418  0,97 (0,70‐1,33)  0,839  0,85 (0,35‐2,08)  0,724 
Se ha aplicado un análisis univariante y multivariante para las variables de confusión: edad de diagnóstico o de recogida 












Se  realizó  un  análisis  de  supervivencia  de  las  pacientes  en  función  de  los 
genotipos para  los SNPs  seleccionados en  los genes FANC. Los  resultados  indicaron un 
efecto protector estadísticamente  significativo o meramente marginal de  los  SNPs del 
gen  FANCA,  algunos  de  ellos,  cambios  no  sinónimos,  a  excepción  de  rs1800359, 
localizado en el intrón 42, que presenta asociación a un mayor riesgo de fallecimientos. 
También se detectaron efectos estadísticamente significativos, tanto de protección como 
de una mayor presencia de  fallecimientos, entre  las personas portadoras de  los alelos 
menores de los SNPs putativos funcionales rs1801406 (p.Lys1132Lys) en FANCD1/BRCA2 





Para  cada  SNP  de  cada  gen  seleccionado  dentro  de  la  familia  FANC  se  realizó 
además un análisis de genotipo versus fenotipo del tumor con el fin de detectar efectos 
encriptados debido a  la heterogeneidad de  las muestras de cáncer de mama. El estudio 
se  realizó  comparando el efecto del genotipo entre  los diferentes grupos de muestras 
segregadas en función de cada característica tumoral según un modelo de efecto aditivo. 
Los resultados se describen en la Tabla 10A y la Tabla 10B. Para aquellas características 
que  presentaron  divergencias  de  frecuencia  genotípica  entre  una  categoría  y  otra,  se 
realizó  la  estratificación  de  la  muestra  acorde  a  cada  característica  tumoral  y  la 
comparación con la colección de muestras control, con el fin de desvelar la asociación de 
un SNP con un tipo específico de cáncer de mama. 
Los resultados obtenidos  indican que  los tumores  invasivos sólo están asociados 
al  SNP  rs4647554,  localizado  en  3’UTR  del  gen  FANCC,  presentando  un  OR  de  1,68 
estadísticamente significativo (95% I.C. 1,06‐2,68, p=0,028). Sin embargo, este resultado 
no mantiene  su  significación  tras  realizar  el  análisis  de  estratificación  de  la muestra 






control  (p=0,310). Por otra parte  los  SNPs  rs1045276 a 3’  corriente abajo de  FANCC y 
rs8058061 a 5’ corriente arriba de FANCN son más frecuentes en los casos que tienen un 
tumor  in  situ  (OR=0,48,  95%  I.C.  0,30‐0,77,  p=0,002;  y  OR=0,30,  95%  I.C.  0,14‐0,64, 
p=0,002,  respectivamente).  Dichos  resultados  sí  se mantienen  en  la  estratificación  y 
comparación  con  la  colección  CoCM,  con  p‐valores  de  p=0,009  y  p=0,013, 
respectivamente.  
Acorde  al  grado  histológico  del  tumor,  se  establecieron  dos  asociaciones 
estadísticamente significativas entre tumores de bajo grado y las variantes rs2395626 en 
FANCE y rs8982440 en FANCI, ambos intrónicos. Los valores de OR estimados fueron 0,66 
(95%  I.C.  0,47‐0,93,  p=0,019)  y  0,41  (95%  I.C.  0,17‐0,98,  p=0,045),  respectivamente, 
aunque  en  ambos  casos  dicho  resultado  no  fue  consistente  en  el  análisis  de 
estratificación (p=0,079 y p=0,331, respectivamente). 
Por otra parte, tumores de mayor tamaño que 2 cm en su diámetro mayor se han 
visto  relacionados  con  tres SNPs en FANCD2,  rs33917318  (5’  corriente arriba del gen), 











ER  positivos  y  los  diferentes  SNPs  testados, mientras  que  tumores  positivos  para  PR 
presentaron  asociaciones  estadísticamente  significativas  con  los  SNPs  rs3785275  en 
FANCA (intrónico, OR=1,65, 95% I.C. 1,12‐2,44, p=0,012), rs7220740 en FANCJ/BRIP1 (3’ 
corriente  abajo,  OR=1,60,  95%  I.C.  1,14‐2,27,  p=0,007)  y  rs447529  en  FANCN/PALB2 









Los  análisis  de  la  relación  entre  los  SNPs  testados  y  el  riesgo  de  presentar 
metástasis  a  ganglios  linfáticos  cercanos  o  metástasis  a  tejidos  distantes  del  tejido 
mamario, permitieron estimar ciertas asociaciones estadísticamente significativas, si bien 
con  sentidos  contrapuestos.  Así,  el  SNP  rs2395626  localizado  en  FANCE,  ya 
anteriormente  citado  para  otra  asociación  clínica  en  este  apartado,  se  encuentra  con 
mayor  frecuencia  entre  pacientes  sin metástasis  a  ganglios  linfáticos  adyacentes  a  la 
mama, según OR=0,74  (95%  I.C. 0,77‐1,00), aunque con un carácter marginal  (p=0,048) 
no observado en el estudio de estratificación (p=0,286). No ocurre lo mismo con el SNP 
intrónico  rs8032440  en  FANCI,  que  presenta  asociación  con  pacientes  con  ganglios 
linfáticos no metastatizados  (OR=0,37; 95%  I.C. 0,14‐0,98; p=0,045) y asociación con  la 
enfermedad  entre  estos  pacientes  (p=0,048),  aunque  con  un  carácter  marginal.  Sin 






0,48, p=0,003). Ambas  asociaciones de  riesgo  y protección  frente  a metástasis  fueron 















Tabla  10A: Análisis  estadístico de  los  genotipos  de  los  genes  de  la  familia  FANC  frente  al  tipo de 
tumor. 
     Tumor invasivo Grado de tumor > 1 Tamaño de tumor > 2cm 
Gen  SNP  OR (I.C. 95%)  p‐valor OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%)  p‐valor
FANCA 
rs2376879  1,11 (0,69‐1,80)  0,666 1,10 (0,75‐1,60) 0,632 1,28 (0,93‐1,76)  0,124 
rs7190823  0,88 (0,56‐1,39)  0,591 1,10 (0,77‐1,58) 0,601 1,03 (0,76‐1,40)  0,840 
rs1057042  0,91 (0,56‐1,48)  0,705 1,09 (0,74‐1,60) 0,661 1,10 (0,79‐1,53)  0,556 
rs2239359  0,86 (0,57‐1,31)  0,484 0,89 (0,64‐1,24) 0,482 0,98 (0,74‐1,31)  0,907 
rs3785275  0,93 (0,56‐1,51)  0,768 1,13 (0,76‐1,67) 0,539 1,15 (0,83‐1,61)  0,402 
rs7195066  0,97 (0,64‐1,46)  0,878 0,99 (0,71‐1,38) 0,937 0,90 (0,68‐1,20)  0,488 
rs2238526  1,07 (0,68‐1,70)  0,765 0,99 (0,70‐1,41) 0,966 1,13 (0,84‐1,53)  0,430 
rs1800359  1,02 (0,68‐1,53)  0,940 1,08 (0,77‐1,50) 0,671 1,00 (0,76‐1,33)  0,976 
FANCB  rs5935816  1,26 (0,81‐1,97)  0,314 0,90 (0,64‐1,27) 0,560 1,05 (0,79‐1,41)  0,729 
rs2905223  1,26 (0,81‐1,98)  0,308 0,92 (0,65‐1,30) 0,635 1,06 (0,79‐1,42)  0,703 
FANCC 
rs554879  0,87 (0,56‐1,33)  0,507 0,76 (0,54‐1,06) 0,108 0,84 (0,63‐1,12)  0,227 
rs4647554  1,68 (1,06‐2,68)  0,028 1,17 (0,83‐1,66) 0,372 1,23 (0,92‐1,64)  0,159 
rs1045276  0,48 (0,30‐0,77)  0,002 1,58 (0,98‐2,54) 0,060 0,88 (0,61‐1,27)  0,502 
FANCD1/ 
BRCA2 
rs206116  0,99 (0,65‐1,51)  0,957 0,77 (0,56‐1,07) 0,117 0,80 (0,60‐1,08)  0,141 
rs3092989  1,08 (0,60‐1,98)  0,791 1,03 (0,64‐1,66) 0,893 1,23 (0,83‐1,84)  0,306 
rs1801439  1,08 (0,31‐3,72)  0,908 1,24 (0,44‐3,48) 0,682 1,42 (0,65‐3,12)  0,381 
rs1801406  1,04 (0,65‐1,68)  0,864 0,75 (0,52‐1,09) 0,130 0,76 (0,54‐1,05)  0,095 
rs206079  1,04 (0,68‐1,58)  0,871 1,14 (0,82‐1,59) 0,433 1,03 (0,78‐1,37)  0,833 
rs9534262  0,93 (0,61‐1,42)  0,737 1,08 (0,78‐1,52) 0,638 1,24 (0,93‐1,66)  0,144 
rs206146  1,46 (0,86‐2,46)  0,158 0,72 (0,50‐1,04) 0,078 0,88 (0,64‐1,22)  0,445 
rs15869  1,34 (0,80‐2,26)  0,271 0,70 (0,49‐1,01) 0,059 0,97 (0,70‐1,35)  0,874 
FANCD2 
rs33917318  0,91 (0,47‐1,78)  0,787 1,11 (0,63‐1,93) 0,722 1,71 (1,09‐2,69)  0,019 
rs722509  0,97 (0,50‐1,86)  0,916 1,16 (0,68‐1,99) 0,580 1,63 (1,07‐2,50)  0,024 
rs9811771  0,64 (0,34‐1,20)  0,166 1,17 (0,64‐2,12) 0,610 1,63 (1,02‐2,61)  0,040 
rs2272125  0,84 (0,46‐1,52)  0,561 1,18 (0,71‐1,98) 0,519 1,45 (0,96‐2,21)  0,080 
FANCE  rs2395626  0,73 (0,47‐1,13)  0,158 0,66 (0,47‐0,93) 0,019 0,90 (0,67‐1,21)  0,472 
rs760782  0,91 (0,57‐1,44)  0,674 0,73 (0,51‐1,04) 0,083 0,88 (0,64‐1,22)  0,447 
FANCF  rs3740615  0,76 (0,45‐1,26)  0,279 0,96 (0,62‐1,49) 0,863 0,78 (0,53‐1,14)  0,197 
rs4447177  0,93 (0,57‐1,52)  0,770 1,06 (0,71‐1,58) 0,781 1,01 (0,72‐1,42)  0,945 
FANCG 
rs568300  1,00 (0,57‐1,73)  0,994 1,26 (0,82‐1,94) 0,300 1,42 (1,01‐2,01)  0,044 
rs2258240  1,15 (0,67‐1,99)  0,610 0,89 (0,59‐1,36) 0,594 0,83 (0,57‐1,20)  0,320 
rs1053318  1,19 (0,76‐1,84)  0,452 1,10 (0,78‐1,55) 0,596 1,18 (0,88‐1,57)  0,270 
FANCI  rs7168941  1,31 (0,58‐2,94)  0,518 1,05 (0,56‐1,99) 0,870 1,14 (0,68‐1,92)  0,618 
rs8032440  1,08 (0,31‐3,74)  0,900 0,41 (0,17‐0,98) 0,045 0,53 (0,22‐1,29)  0,159 
FANCJ/ 
BRIP1 
rs8080599  1,07 (0,61‐1,88)  0,806 1,02 (0,65‐1,61) 0,921 0,82 (0,56‐1,21)  0,321 
rs2048718  1,15 (0,76‐1,75)  0,499 0,97 (0,70‐1,34) 0,848 0,93 (0,70‐1,23)  0,601 
rs4988351  0,98 (0,61‐1,58)  0,936 1,10 (0,75‐1,61) 0,630 1,14 (0,83‐1,57)  0,411 
rs9897928  0,97 (0,60‐1,59)  0,912 1,11 (0,75‐1,63) 0,609 1,12 (0,81‐1,55)  0,494 
rs7220740  1,07 (0,98‐1,67)  0,784 0,74 (0,52‐1,05) 0,096 0,84 (0,62‐1,15)  0,278 
FANCL 
rs3771224  1,01 (0,64‐1,60)  0,968 0,91 (0,62‐1,31) 0,614 0,81 (0,59‐1,11)  0,196 
rs1011314  0,91 (0,59‐1,40)  0,666 0,92 (0,65‐1,30) 0,633 0,95 (0,71‐1,28)  0,732 
rs848289  1,05 (0,67‐1,67)  0,826 0,98 (0,68‐1,42) 0,918 0,82 (0,60‐1,12)  0,204 
FANCM 
rs8020533  0,96 (0,51‐1,79)  0,888 0,80 (0,49‐1,29) 0,354 1,20 (0,79‐1,82)  0,393 
rs226981  1,14 (0,75‐1,74)  0,530 0,98 (0,70‐1,36) 0,884 0,87 (0,65‐1,15)  0,328 
rs3736772  1,26 (0,62‐2,58)  0,526 0,88 (0,53‐1,46) 0,628 1,29 (0,83‐2,01)  0,263 
FANCN/ 
PALB1 
rs8058061  0,30 (0,14‐0,64)  0,002 1,03 (0,44‐2,39) 0,946 0,55 (0,26‐1,18)  0,124 
rs249941  1,39 (0,79‐2,43)  0,251 1,20 (0,78‐1,83) 0,411 1,13 (0,80‐1,61)  0,482 
rs16940342  0,93 (0,55‐1,58)  0,783 0,69 (0,46‐1,04) 0,075 1,18 (0,82‐1,70)  0,388 
rs447529  1,10 (0,56‐2,19)  0,778 1,01 (0,59‐1,72) 0,971 0,81 (0,50‐1,32)  0,394 
Análisis estadístico del efecto aditivo del genotipo (en su alelo menor) para la familia de genes FANC 
entre  los  diferentes  grupos  de muestras  segregadas  en  función  de  las  características  tumorales: 
tumor invasivo versus tumor in situ, tumor de grado >1 versus tumor de grado ≤1, tumor de tamaño 










     ER Positivo  PR Positivo Metástasis a ganglio  Otras metástasis
Gen  SNP  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%) p‐valor  OR (I.C. 95%) p‐valor
FANCA 
rs2376879  0,97 (0,64‐1,48)  0,891  1,15 (0,80‐1,64) 0,456 1,17 (0,85‐1,61) 0,336  0,92 (0,43‐1,98) 0,835
rs7190823  0,84 (0,56‐1,25)  0,390  1,18 (0,84‐1,66) 0,347 1,05 (0,77‐1,43) 0,751  0,71 (0,33‐1,53) 0,385
rs1057042  0,97 (0,63‐1,49)  0,890  1,44 (0,99‐2,10) 0,059 1,07 (0,76‐1,49) 0,704  0,96 (0,44‐2,10) 0,915
rs2239359  1,06 (0,73‐1,55)  0,764  0,88 (0,64‐1,19) 0,400 0,89 (0,66‐1,19) 0,434  0,11 (0,03‐0,48) 0,003
rs3785275  1,07 (0,68‐1,66)  0,778  1,65 (1,12‐2,44) 0,012 1,07 (0,76‐1,51) 0,683  1,07 (0,49‐2,33) 0,860
rs7195066  0,95 (0,66‐1,38)  0,804  1,05 (0,77‐1,43) 0,769 1,01 (0,76‐1,35) 0,957  0,54 (0,26‐1,10) 0,087
rs2238526  0,91 (0,61‐1,36)  0,638  1,17 (0,83‐1,64) 0,366 1,01 (0,75‐1,38) 0,933  0,75 (0,35‐1,62) 0,468
rs1800359  1,01 (0,70‐1,46)  0,963  0,96 (0,71‐1,30) 0,785 1,07 (0,80‐1,42) 0,660  2,64 (1,28‐5,41) 0,008
FANCB  rs5935816  0,90 (0,61‐1,31)  0,566  0,85 (0,62‐1,18) 0,334 1,03 (0,77‐1,37) 0,864  0,97 (0,49‐1,94) 0,939
rs2905223  0,91 (0,63‐1,33)  0,626  0,87 (0,63‐1,20) 0,396 1,05 (0,79‐1,41) 0,731  0,98 (0,49‐1,94) 0,947
FANCC 
rs554879  0,85 (0,58‐1,23)  0,386  0,88 (0,64‐1,21) 0,422 0,78 (0,59‐1,05) 0,096  0,77 (0,39‐1,53) 0,463
rs4647554  1,02 (0,69‐1,49)  0,933  1,24 (0,89‐1,74) 0,203 1,24 (0,92‐1,65) 0,156  1,40 (0,72‐2,72) 0,323
rs1045276  1,22 (0,75‐1,97)  0,429  0,79 (0,53‐1,18) 0,252 1,02 (0,71‐1,48) 0,909  0,83 (0,35‐1,99) 0,678
FANCD1/ 
BRCA2 
rs206116  1,16 (0,80‐1,70)  0,434  1,07 (0,78‐1,48) 0,666 0,99 (0,74‐1,32) 0,933  1,07 (0,55‐2,06) 0,848
rs3092989  0,89 (0,54‐1,48)  0,655  1,29 (0,82‐2,01) 0,271 0,81 (0,54‐1,24) 0,333  1,28 (0,54‐3,07) 0,578
rs1801439  1,27 (0,41‐3,94)  0,682  2,01 (0,76‐5,32) 0,159 1,86 (0,83‐4,19) 0,134  0,84 (0,11‐6,54) 0,869
rs1801406  1,08 (0,71‐1,64)  0,722  0,90 (0,63‐1,29) 0,571 1,09 (0,79‐1,51) 0,593  1,40 (0,69‐2,84) 0,357
rs206079  0,91 (0,62‐1,33)  0,631  0,97 (0,70‐1,34) 0,847 1,08 (0,81‐1,44) 0,600  0,88 (0,45‐1,70) 0,694
rs9534262  1,04 (0,71‐1,51)  0,841  1,04 (0,75‐1,43) 0,823 0,86 (0,64‐1,15) 0,294  1,58 (0,78‐3,21) 0,206
rs206146  1,02 (0,67‐1,57)  0,915  0,95 (0,66‐1,37) 0,794 1,02 (0,74‐1,41) 0,895  0,56 (0,23‐1,36) 0,199
rs15869  0,92 (0,60‐1,41)  0,695  0,93 (0,65‐1,34) 0,693 1,07 (0,77‐1,48) 0,692  0,42 (0,15‐1,19) 0,101
FANCD2 
rs33917318  0,89 (0,50‐1,60)  0,703  1,11 (0,67‐1,86) 0,686 0,80 (0,49‐1,31) 0,383  0,45 (0,11‐1,94) 0,286
rs722509  1,10 (0,60‐2,00)  0,759  1,15 (0,71‐1,89) 0,567 0,81 (0,51‐1,28) 0,370  0,40 (0,10‐1,71) 0,218
rs9811771  0,96 (0,51‐1,78)  0,888  1,35 (0,79‐2,30) 0,277 0,85 (0,52‐1,41) 0,534  0,55 (0,12‐2,46) 0,435
rs2272125  0,90 (0,52‐1,56)  0,708  1,03 (0,65‐1,65) 0,893 0,74 (0,47‐1,17) 0,202  0,38 (0,09‐1,61) 0,189
FANCE  rs2395626  0,98 (0,68‐1,42)  0,927  1,06 (0,77‐1,45) 0,727 0,74 (0,55‐1,00) 0,048  0,64 (0,31‐1,30) 0,213
rs760782  1,02 (0,68‐1,52)  0,943  1,07 (0,75‐1,50) 0,721 0,83 (0,61‐1,14) 0,253  0,80 (0,37‐1,72) 0,564
FANCF  rs3740615  1,02 (0,64‐1,61)  0,941  0,94 (0,64‐1,38) 0,745 0,88 (0,61‐1,29) 0,518  0,75 (0,29‐1,94) 0,558
rs4447177  1,16 (0,74‐1,83)  0,513  1,36 (0,92‐2,00) 0,122 0,98 (0,70‐1,37) 0,907  1,62 (0,80‐3,28) 0,179
FANCG 
rs568300  1,28 (0,78‐2,12)  0,332  1,15 (0,76‐1,73) 0,504 1,02 (0,72‐1,44) 0,930  1,93 (0,94‐4,00) 0,075
rs2258240  0,72 (0,46‐1,14)  0,159  0,94 (0,64‐1,40) 0,766 1,11 (0,77‐1,59) 0,579  0,89 (0,36‐2,19) 0,804
rs1053318  0,94 (0,64‐1,37)  0,732  1,06 (0,77‐1,46) 0,745 1,11 (0,83‐1,49) 0,472  1,37 (0,70‐2,66) 0,355
FANCI  rs7168941  1,81 (0,83‐3,96)  0,137  1,24 (0,68‐2,26) 0,481 1,74 (1,06‐2,87) 0,030  1,55 (0,53‐4,52) 0,424
rs8032440  2,32 (0,52‐10,46)  0,272  1,52 (0,56‐4,11) 0,407 0,37 (0,14‐0,98) 0,045  ‐  ‐
FANCJ/ 
BRIP1 
rs8080599  1,28 (0,76‐2,14)  0,354  1,09 (0,72‐1,63) 0,687 0,72 (0,48‐1,07) 0,101  0,76 (0,29‐2,00) 0,573
rs2048718  0,84 (0,58‐1,20)  0,334  0,89 (0,66‐1,20) 0,442 0,903 (0,68‐1,20) 0,481  1,33 (0,69‐2,56) 0,402
rs4988351  1,09 (0,71‐1,67)  0,702  0,99 (0,70‐1,41) 0,970 0,97 (0,70‐1,35) 0,855  1,18 (0,57‐2,44) 0,658
rs9897928  1,07 (0,70‐1,65)  0,754  0,89 (0,62‐1,27) 0,509 1,05 (0,75‐1,46) 0,776  1,00 (0,45‐2,23) 0,996
rs7220740  1,44 (0,97‐2,16)  0,074  1,60 (1,14‐2,27) 0,007 1,17 (0,86‐1,59) 0,317  0,81 (0,38‐1,70) 0,574
FANCL 
rs3771224  1,09 (0,72‐1,65)  0,680  0,95 (0,67‐1,34) 0,764 0,97 (0,71‐1,32) 0,838  1,02 (0,48‐2,15) 0,962
rs1011314  1,24 (0,83‐1,85)  0,285  1,23 (0,89‐1,69) 0,209 0,95 (0,71‐1,28) 0,744  0,77 (0,37‐1,59) 0,473
rs848289  0,99 (0,66‐1,49)  0,968  0,94 (0,67‐1,32) 0,707 0,98 (0,72‐1,34) 0,919  0,90 (0,44‐1,86) 0,783
FANCM 
rs8020533  1,02 (0,59‐1,79)  0,935  0,93 (0,58‐1,50) 0,770 1,24 (0,82‐1,88) 0,308  1,72 (0,75‐3,94) 0,199
rs226981  1,15 (0,80‐1,66)  0,441  1,27 (0,93‐1,72) 0,128 1,09 (0,82‐1,45) 0,541  1,96 (1,00‐3,84) 0,051
rs3736772  1,04 (0,57‐1,89)  0,912  1,01 (0,60‐1,71) 0,962 1,39 (0,89‐2,15) 0,146  1,99 (0,85‐4,66) 0,114
FANCN/ 
PALB1 
rs8058061  1,36 (0,57‐3,23)  0,493  2,16 (0,98‐4,77) 0,056 0,87 (0,41‐1,84) 0,718  0,51 (0,07‐3,88) 0,511
rs249941  1,14 (0,71‐1,84)  0,591  0,96 (0,66‐1,41) 0,844 1,18 (0,83‐1,66) 0,363  1,12 (0,50‐2,46) 0,804
rs16940342  1,26 (0,76‐2,10)  0,371  1,15 (0,77‐1,73) 0,498 0,76 (0,52‐1,12) 0,169  1,61 (0,75‐3,46) 0,226
rs447529  1,60 (0,82‐3,13)  0,165  1,86 (1,06‐3,25) 0,030 0,68 (0,42‐1,12) 0,129  0,94 (0,31‐2,82) 0,909
Análisis  estadístico  del  efecto  aditivo  del  genotipo  (en  su  alelo menor)  para  la  familia  de  genes  FANC  entre  los 
diferentes grupos de muestras segregadas en función de las características tumorales: tumor ER positivo versus tumor 
ER negativo, tumor PR positivo versus tumor PR negativo, tumor metastatizado a ganglio  linfático axilar versus tumor 
no  metastatizado  a  ganglio  linfático  axilar,  y  tumor  metastatizado  a  otros  tejidos  distales  versus  tumor  no 










A  raíz  del  estudio  de  todos  los  genes  pertenecientes  a  la  familia  FANC,  se 






El análisis de  la distribución de  los tres  tipos de genotipos  (homocigoto normal, 
heterocigoto  y homocigoto  raro)  de  los  genes  relacionados  con  los  genes  FANC  entre 
CME  y  CoCM  permitió  identificar  un  total  de  5  SNPs  que  se  desviaban  de  manera 









rs799923,  presentó  un  efecto  protector  para  el  cáncer  de  mama  estadísticamente 
significativo  (OR=0,82,  95%  I.C.  0,67‐1,00,  p=0,048).  Ningún  otro  SNP  de  los  genes 













Tabla 11: Análisis  estadístico de HWE,  indicación de MAF  en  cada  grupo de muestras  y 
análisis estadístico de  la distribución de  frecuencias alélicas entre CoCM y CME para  los 
genes relacionados con la familia de genes FANC. 
      CoCM  CME    
Gen  SNP  p‐valor HWE  MAF  p‐valor HWE  MAF  OR (I.C. 95%)  p‐valor 
ATM 
rs228589  0,521  0,38  0,088  0,40  1,08 (0,91‐1,29)  0,366 
rs189037  0,084  0,38  0,039  0,40  1,08 (0,91‐1,28)  0,380 
rs625120  0,148  0,40  0,294  0,40  1,04 (0,89‐1,21)  0,661 
rs228590  0,783  0,38  0,178  0,40  1,08 (0,91‐1,29)  0,379 
rs228599  0,709  0,37  0,271  0,38  1,06 (0,89‐1,26)  0,509 
rs599164  0,552  0,36  0,319  0,38  1,10 (0,93‐1,30)  0,284 
rs637064  0,736  0,37  0,293  0,42  1,19 (1,01‐1,41)  0,037 
rs1800058  0,042  0,01  1,000  0,01  1,59 (0,72‐3,53)  0,246 
rs647681  0,865  0,37  0,371  0,39  1,09 (0,92‐1,29)  0,306 
rs1801516  0,738  0,14  0,011  0,13  0,94 (0,74‐1,19)  0,593 
rs660429  0,713  0,38  0,127  0,40  1,08 (0,91‐1,29)  0,373 
rs227060  0,232  0,38  0,165  0,37  0,96 (0,81‐1,14)  0,639 
rs227064  0,780  0,37  0,314  0,38  1,05 (0,88‐1,25)  0,592 
rs172896  4,77x10‐20  0,37  5,93x10‐19  0,37  ‐  ‐ 
rs664143  0,641  0,37  0,274  0,38  1,07 (0,90‐1,28)  0,447 
rs170548  0,272  0,38  0,094  0,37  0,94 (0,79‐1,12)  0,475 
rs4585  0,852  0,38  0,027  0,39  1,05 (0,88‐1,26)  0,564 
ATR 
rs6782400  0,854  0,41  0,538  0,40  0,98 (0,82‐1,16)  0,791 
rs7636909  0,147  0,44  0,171  0,46  1,08 (0,91‐1,29)  0,356 
rs12635931  0,078  0,13  0,264  0,13  1,00 (0,78‐1,29)  0,991 
BRCA1 
rs799906  0,018  0,36  1,000  0,38  ‐  ‐ 
rs799923  0,720  0,22  0,137  0,19  0,82 (0,67‐1,00)  0,048 
rs1799949  2,89x10‐9  0,29  3,60x10‐5  0,32  ‐  ‐ 
rs16941  0,122  0,34  0,461  0,37  1,17 (0,98‐1,40)  0,084 
rs8176265  0,515  0,34  0,787  0,36  1,11 (0,94‐1,32)  0,221 
rs8176318  0,458  0,34  0,857  0,37  1,13 (0,95‐1,34)  0,164 
H2AX 
rs8551  0,932  0,46  0,346  0,47  1,05 (0,91‐1,24)  0,548 
rs7759  0,532  0,39  0,420  0,39  1,02 (0,86‐1,21)  0,791 
rs7350  0,654  0,38  0,173  0,38  1,01 (0,85‐1,19)  0,946 
OGG1 
rs159153  0,373  0,31  0,688  0,33  1,10 (0,91‐1,32)  0,326 
rs125701  0,869  0,15  0,207  0,16  1,08 (0,86‐1,36)  0,520 
rs3219008  0,190  0,23  0,061  0,22  0,94 (0,77‐1,15)  0,554 
rs1052133  0,259  0,22  0,157  0,21  0,97 (0,79‐1,19)  0,750 
USP1 
rs9436223  0,466  0,29  0,342  0,29  0,97 (0,81‐1,17)  0,771 
rs614665  0,000  0,00  0,000  0,00  0,34 (0,01‐8,35)  1,372 
rs583609  0,601  0,29  0,338  0,28  0,99 (0,82‐1,19)  0,876 






1,40;  p=0,041),  efecto  que  tras  una  corrección  por  análisis  multivariante  para  las 
variables  de  confusión  descritas  previamente,  se  mantiene  pero  sin  significación 
estadística. Por otra parte, de nuevo, el  resultado para BRCA1 descrito en el apartado 
anterior  se  ve  reforzado  por  una  distribución  de  genotípica  variable  en  rs799923 









Tabla  12:  Análisis  estadístico  de  distribución  de  genotipos  en  cada  grupo  de  muestras,  CME  y  CoCM  y  de 
supervivencia entre CME para los genes relacionados con la familia de genes FANC. 
      Genotipo  Univariante  Mutivariante  Supervivencia 
Gen  SNP  Alelo aditivo  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (95%CI)  p‐valor 
ATM 
rs228589  T  1,08 (0,91‐1,28)  0,378  1,08 (0,88‐1,33)  0,447  0,80 (0,47‐1,36)  0,402 
rs189037  G  1,07 (0,91‐1,27)  0,399  1,14 (0,93‐1,39)  0,211  0,82 (0,49‐1,37)  0,446 
rs625120  T  1,01 (0,87‐1,18)  0,908  1,06 (0,87‐1,29)  0,572  1,08 (0,63‐1,84)  0,783 
rs228590  T  1,08 (0,91‐1,28)  0,406  1,11 (0,90‐1,36)  0,336  1,03 (0,61‐1,72)  0,922 
rs228599  A  1,06 (0,89‐1,25)  0,538  1,12 (0,91‐1,38)  0,288  1,07 (0,64‐1,79)  0,793 
rs599164  A  1,09 (0,92‐1,29)  0,324  1,12 (0,91‐1,37)  0,293  1,04 (0,62‐1,75)  0,873 
rs637064  C  1,19 (1,01‐1,40)  0,041  1,11 (0,91‐1,37)  0,302  1,07 (0,63‐1,81)  0,797 
rs647681  A  1,09 (0,92‐1,28)  0,321  1,11 (0,91‐1,36)  0,300  1,04 (0,63‐1,73)  0,895 
rs1801516  A  0,95 (0,75‐1,20)  0,677  0,92 (0,69‐1,22)  0,546  1,19 (0,56‐2,52)  0,655 
rs660429  C  1,08 (0,91‐1,28)  0,401  1,09 (0,89‐1,34)  0,409  0,97 (0,58‐1,62)  0,893 
rs227060  T  0,96 (0,81‐1,14)  0,625  0,95 (0,77‐1,17)  0,617  1,02 (0,60‐1,74)  0,931 
rs227064  G  1,05 (0,88‐1,24)  0,620  1,10 (0,89‐1,35)  0,369  1,00 (0,60‐1,68)  0,990 
rs664143  C  1,07 (0,90‐1,27)  0,475  1,13 (0,92‐1,39)  0,249  1,07 (0,64‐1,78)  0,804 
rs170548  C  0,94 (0,79‐1,11)  0,467  0,94 (0,76‐1,16)  0,537  0,92 (0,53‐1,61)  0,779 
rs4585  T  1,05 (0,88‐1,25)  0,598  1,09 (0,88‐1,34)  0,442  1,08 (0,64‐1,84)  0,768 
ATR 
rs6782400  C  0,98 (0,82‐1,16)  0,783  0,93 (0,75‐1,16)  0,537  0,59 (0,32‐1,07)  0,080 
rs7636909  G  1,09 (0,92‐1,31)  0,321  1,17 (0,93‐1,45)  0,175  1,37 (0,79‐2,38)  0,263 
rs12635931  C  1,00 (0,78‐1,29)  0,978  0,96 (0,70‐1,32)  0,818  0,40 (0,15‐1,23)  0,083 
BRCA1 
rs799923  A  0,81 (0,66‐0,99)  0,041  0,77 (0,59‐1,01)  0,056  0,72 (0,34‐1,54)  0,397 
rs16941  G  1,17 (0,98‐1,39)  0,082  1,27 (1,01‐1,58)  0,037  1,34 (0,75‐2,36)  0,322 
rs8176265  A  1,12 (0,94‐1,32)  0,211  1,19 (0,96‐1,48)  0,111  1,45 (0,86‐2,46)  0,162 
rs8176318  T  1,13 (0,96‐1,34)  0,153  1,23 (0,99‐1,52)  0,065  1,48 (0,87‐2,51)  0,146 
H2AX 
rs8551  C  1,05 (0,89‐1,24)  0,575  1,06 (0,87‐1,30)  0,571  0,73 (0,43‐1,23)  0,232 
rs7759  A  1,02 (0,86‐1,21)  0,829  1,05 (0,85‐1,30)  0,635  0,92 (0,54‐1,58)  0,764 
rs7350  C  1,00 (0,84‐1,18)  0,977  1,04 (0,85‐1,29)  0,696  0,95 (0,55‐1,63)  0,844 
OGG1 
rs159153  C  1,10 (0,91‐1,32)  0,324  1,18 (0,95‐1,48)  0,141  1,41 (0,83‐2,38)  0,203 
rs125701  A  1,08 (0,86‐1,37)  0,514  1,26 (0,94‐1,68)  0,120  1,50 (0,72‐3,11)  0,278 
rs3219008  G  0,94 (0,77‐1,15)  0,556  0,89 (0,70‐1,14)  0,365  0,92 (0,51‐1,66)  0,778 
rs1052133  G  0,97 (0,79‐1,19)  0,750  0,93 (0,72‐1,19)  0,564  0,89 (0,48‐1,67)  0,722 
USP1  rs9436223  T  0,97 (0,81‐1,17)  0,771  1,07 (0,85‐1,34)  0,579  1,28 (0,71‐2,33)  0,411 
rs583609  C  0,99 (0,82‐1,19)  0,876  1,07 (0,85‐1,34)  0,565  1,21 (0,67‐2,19)  0,519 
Se ha aplicado un análisis univariante y multivariante para  las variables de confusión: edad de diagnóstico o de 






















Los  resultados obtenidos  indican que  los  tumores  in situ están asociados a  tres 
variantes en BRCA1: rs16941, un cambio no sinónimo (p.Gly1038Glu) del exón 10 del gen 
(OR=0,62, 95%  I.C. 0,40‐0,96, p=0,030),    rs8176265,  intrónico  (OR=0,65, 95%  I.C. 0,43‐
0,99, p=0,046), y rs8176318, localizado en 3’UTR (OR=0,64, 95% I.C. 0,43‐0,98, p=0,038), 
resultado que mantiene  su  significación  tras  realizar el análisis de estratificación de  la 
muestra  acorde  al  tipo  de  tumor  y  al  genotipo,  comparándolo  con  la  totalidad  de 
muestras  control,  según:  p=0,004,  p=0,010  y  p=0,006,  respectivamente.  Sin  embargo, 
atendiendo  al  grado  histológico  del  tumor,  no  se  evidenció  ninguna  asociación 
estadísticamente significativa para ninguno de los SNPs testados. 
La consideración del tamaño del tumor relacionó a los SNPs intrónicos rs227060 y 
rs170548  de  ATM  con  tumores  de mayor  tamaño  que  2  cm  en  su  diámetro mayor: 
OR=1,39,  95%  I.C.  1,05‐1,85,  p=0,022  y  OR=1,36,  95%  I.C.  1,02‐1,80,  p=0,035, 
respectivamente,  aunque  estos  datos  no  se  correlacionaron  con  riesgo  a  cáncer  de 




















      Tumor invasivo Grado de tumor > 1 Tamaño de tumor > 2cm 
Gen  SNP  OR (I.C. 95%)  p‐valor OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%)  p‐valor 
ATM 
rs228589 0,80 (0,54‐1,20) 0,278 0,95 (0,69‐1,31) 0,762 0,84 (0,63‐1,10)  0,200 
rs189037 0,74 (0,50‐1,10) 0,141 0,86 (0,63‐1,17) 0,335 0,77 (0,58‐1,01)  0,058 
rs625120 0,76 (0,50‐1,14) 0,187 0,95 (0,68‐1,32) 0,738 0,83 (0,63‐1,10)  0,189 
rs228590 0,76 (0,51‐1,14) 0,184 0,88 (0,64‐1,22) 0,447 0,81 (0,62‐1,08)  0,147 
rs228599 0,75 (0,50‐1,12) 0,157 0,88 (0,64‐1,23) 0,458 0,85 (0,64‐1,12)  0,243 
rs599164 0,73 (0,49‐1,10) 0,133 0,91 (0,66‐1,27) 0,589 0,90 (0,68‐1,18)  0,433 
rs637064 0,73 (0,50‐1,15) 0,241 0,90 (0,80‐1,52) 0,541 0,78 (0,93‐1,60)  0,157 
rs647681 0,76 (0,51‐1,12) 0,167 0,92 (0,67‐1,26) 0,589 0,87 (0,66‐1,15)  0,316 
rs1801516 0,97 (0,55‐1,72) 0,916 0,81 (0,52‐1,26) 0,346 0,72 (0,47‐1,08)  0,112 
rs660429 0,76 (0,50‐1,13) 0,179 0,87 (0,63‐1,20) 0,401 0,81 (0,61‐1,07)  0,134 
rs227060 1,22 (0,79‐1,88) 0,381 1,06 (0,76‐1,46) 0,748 1,39 (1,05‐1,85)  0,022 
rs227064 0,74 (0,49‐1,12) 0,154 0,89 (0,65‐1,24) 0,503 0,84 (0,63‐1,11)  0,218 
rs664143 0,72 (0,48‐1,08) 0,107 0,88 (0,64‐1,22) 0,442 0,85 (0,64‐1,22)  0,248 
rs170548 1,13 (0,74‐1,74) 0,566 1,06 (0,76‐1,46) 0,748 1,36 (1,02‐1,80)  0,035 
rs4585 0,76 (0,50‐1,14) 0,180 0,89 (0,64‐1,22) 0,460 0,81 (0,61‐1,07)  0,142 
ATR 
rs6782400 0,81 (0,52‐1,26) 0,355 0,97 (0,68‐1,37) 0,845 0,99 (0,74‐1,32)  0,927 
rs7636909 0,93 (0,59‐1,46) 0,754 1,01 (0,70‐1,44) 0,969 0,97 (0,72‐1,30)  0,823 
rs12635931 1,49 (0,72‐3,07) 0,279 1,10 (0,66‐1,83) 0,726 1,18 (0,79‐1,78)  0,423 
BRCA1 
rs799923 0,84 (0,49‐1,44) 0,524 1,38 (0,87‐2,21) 0,175 1,03 (0,71‐1,49)  0,863 
rs16941 0,62 (0,40‐0,96) 0,030 0,98 (0,70‐1,37) 0,896 0,75 (0,55‐1,01)  0,059 
rs8176265 0,65 (0,43‐0,99) 0,046 1,00 (0,72‐1,39) 1,000 0,73 (0,54‐0,98)  0,035 
rs8176318 0,64 (0,43‐0,98) 0,038 1,01 (0,72‐1,41) 0,956 0,77 (0,57‐1,04)  0,083 
H2AX 
rs8551 1,15 (0,76‐1,73) 0,509 0,81 (0,58‐1,12) 0,198 0,91 (0,69‐1,20)  0,490 
rs7759 0,95 (0,63‐1,45) 0,817 0,79 (0,57‐1,11) 0,171 1,03 (0,78‐1,37)  0,843 
rs7350 0,93 (0,62‐1,41) 0,746 0,85 (0,61‐1,18) 0,320 1,05 (0,79‐1,39)  0,728 
OGG1 
rs159153 1,25 (0,80‐1,98) 0,332 0,83 (0,59‐1,18) 0,307 1,02 (0,75‐1,38)  0,893 
rs125701 1,08 (0,59‐1,96) 0,815 0,67 (0,43‐1,05) 0,080 1,00 (0,68‐1,47)  0,995 
rs3219008 1,03 (0,62‐1,69) 0,918 1,21 (0,81‐1,82) 0,361 0,67 (0,47‐0,95)  0,024 
rs1052133 1,19 (0,70‐2,05) 0,518 1,30 (0,85‐2,01) 0,231 0,79 (0,55‐1,12)  0,186 
USP1  rs9436223 1,07 (0,68‐1,68) 0,782 1,09 (0,76‐1,57) 0,631 1,19 (0,88‐1,60)  0,255 
rs583609 0,99 (0,63‐1,55) 0,969 1,05 (0,73‐1,52) 0,779 1,21 (0,90‐1,62)  0,215 
Análisis  estadístico  del  efecto  aditivo  del  genotipo  (en  su  alelo  menor),  para  los  genes 
relacionados  con  la  familia  de  genes  FANC  entre  los  diferentes  grupos  de  muestras 
segregadas en función de las características tumorales: tumor invasivo versus tumor in situ, 






En cuanto a  la relación con  la capacidad metastática del tumor, se determinó  la 
asociación del cambio intrónico rs637064 de ATM con pacientes sin metástasis a ganglios 













Tabla 13B: Análisis estadístico de  los genotipos de  los genes  relacionados  con  la  familia de genes FANC  frente al 
estado de los marcadores tumorales y de metástasis.  
      ER Positivo  PR Positivo Metástasis a ganglio  Otras metástasis
Gen  SNP  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%) p‐valor  OR (I.C. 95%) p‐valor
ATM 
rs228589  1,11 (0,78‐1,57)  0,571  1,21 (0,90‐1,63) 0,207 0,78 (0,59‐1,04) 0,087  0,88 (0,46‐1,67) 0,691
rs189037  1,23 (0,88‐1,74)  0,232  1,24 (0,93‐1,66) 0,146 0,76 (0,58‐1,01) 0,059  1,05 (0,57‐1,95) 0,877
rs625120  1,17 (0,82‐1,67)  0,385  1,34 (0,99‐1,82) 0,061 0,80 (0,60‐1,07) 0,139  1,19 (0,63‐2,42) 0,586
rs228590  1,13 (0,80‐1,60)  0,499  1,30 (0,96‐1,75) 0,087 0,78 (0,59‐1,04) 0,093  1,18 (0,63‐2,22) 0,601
rs228599  1,13 (0,79‐1,61)  0,502  1,31 (0,97‐1,77) 0,083 0,80 (0,60‐1,07) 0,135  1,13 (0,59‐2,17) 0,718
rs599164  1,15 (0,80‐1,63)  0,456  1,35 (1,00‐1,84) 0,051 0,83 (0,62‐1,10) 0,198  1,02 (0,53‐1,94) 0,956
rs637064  1,03 (0,68‐1,35)  0,793  1,14 (0,64‐1,15) 0,300 0,63 (1,03‐1,82) 0,029  1,10 (0,48‐1,69) 0,741
rs647681  1,05 (0,75‐1,49)  0,769  1,31 (0,98‐1,77) 0,072 0,82 (0,62‐1,09) 0,180  1,01 (0,53‐1,92) 0,976
rs1801516  0,75 (0,47‐1,21)  0,238  0,87 (0,57‐1,33) 0,524 1,08 (0,74‐1,59) 0,679  0,40 (0,10‐1,61) 0,197
rs660429  1,14 (0,80‐1,61)  0,479  1,31 (0,97‐1,76) 0,082 0,77 (0,58‐1,02) 0,067  1,19 (0,64‐2,23) 0,583
rs227060  0,90 (0,63‐1,30)  0,583  0,82 (0,60‐1,12) 0,202 1,07 (0,80‐1,42) 0,658  0,93 (0,48‐1,82) 0,837
rs227064  1,12 (0,79‐1,60)  0,524  1,31 (0,97‐1,78) 0,082 0,78 (0,58‐1,05) 0,096  1,04 (0,55‐1,98) 0,902
rs664143  1,14 (0,80‐1,63)  0,469  1,33 (0,98‐1,81) 0,065 0,79 (0,59‐1,06) 0,112  1,03 (0,54‐1,96) 0,927
rs170548  0,92 (0,64‐1,32)  0,650  0,84 (0,62‐1,15) 0,276 1,06 (0,80‐1,42) 0,686  0,94 (0,48‐1,83) 0,844
rs4585  1,12 (0,78‐1,60)  0,534  1,34 (0,99‐1,82) 0,060 0,75 (0,56‐1,01) 0,056  1,18 (0,63‐2,23) 0,606
ATR 
rs6782400  1,10 (0,74‐1,63)  0,633  1,05 (0,76‐1,47) 0,761 0,96 (0,72‐1,29) 0,793  0,96 (0,48‐1,93) 0,910
rs7636909  0,89 (0,60‐1,32)  0,568  0,92 (0,66‐1,30) 0,640 0,81 (0,60‐1,09) 0,161  1,11 (0,56‐2,22) 0,761
rs12635931  0,81 (0,47‐1,38)  0,434  0,90 (0,56‐1,44) 0,652 1,10 (0,72‐1,66) 0,667  0,60 (0,18‐1,97) 0,401
BRCA1 
rs799923  1,05 (0,65‐1,69)  0,856  1,13 (0,76‐1,70) 0,550 1,13 (0,78‐1,63) 0,529  0,80 (0,33‐1,98) 0,634
rs16941  0,85 (0,58‐1,24)  0,394  0,78 (0,57‐1,08) 0,132 1,01 (0,75‐1,37) 0,947  0,79 (0,37‐1,66) 0,529
rs8176265  0,81 (0,56‐1,17)  0,268  0,74 (0,54‐1,02) 0,064 1,02 (0,76‐1,37) 0,908  0,92 (0,47‐1,81) 0,807
rs8176318  0,82 (0,57‐1,18)  0,280  0,74 (0,54‐1,02) 0,063 1,03 (0,77‐1,39) 0,838  0,90 (0,46‐1,77) 0,753
H2AX 
rs8551  1,17 (0,82‐1,68)  0,379  1,24 (0,92‐1,69) 0,158 0,93 (0,71‐1,23) 0,626  0,91 (0,48‐1,74) 0,779
rs7759  0,99 (0,69‐1,42)  0,946  1,11 (0,81‐1,52) 0,520 1,09 (0,82‐1,44) 0,549  1,11 (0,57‐2,17) 0,765
rs7350  0,87 (0,61‐1,24)  0,424  1,01 (0,74‐1,37) 0,977 1,06 (0,80‐1,40) 0,702  1,20 (0,63‐2,28) 0,583
OGG1 
rs159153  0,97 (0,65‐1,44)  0,881  1,11 (0,79‐1,56) 0,534 1,32 (0,97‐1,79) 0,074  1,60 (0,83‐3,08) 0,160
rs125701  1,52 (0,86‐2,66)  0,148  1,47 (0,93‐2,32) 0,102 1,01 (0,68‐1,49) 0,963  2,55 (1,21‐5,37) 0,014
rs3219008  0,94 (0,61‐1,44)  0,770  0,71 (0,49‐1,01) 0,058 1,03 (0,74‐1,43) 0,860  0,57 (0,23‐1,44) 0,238
rs1052133  0,92 (0,59‐1,43)  0,701  0,71 (0,49‐1,03) 0,070 1,00 (0,71‐1,41) 0,990  0,74 (0,31‐1,77) 0,504
USP1  rs9436223  1,08 (0,72‐1,60)  0,716  0,96 (0,69‐1,34) 0,820 0,92 (0,68‐1,25) 0,596  1,26 (0,64‐2,44) 0,505
rs583609  1,10 (0,74‐1,64)  0,645  0,96 (0,69‐1,35) 0,825 0,94 (0,69‐1,27) 0,675  1,08 (0,53‐2,18) 0,833
Análisis estadístico del efecto aditivo del genotipo  (en su alelo menor) para  los genes  relacionados con  la  familia de 
genes FANC entre los diferentes grupos de muestras segregadas en función de las características tumorales: tumor ER 
positivo versus tumor ER negativo, tumor PR positivo versus tumor PR negativo, tumor metastatizado a ganglio linfático 
axilar versus  tumor no metastatizado a ganglio  linfático axilar, y  tumor metastatizado a otros  tejidos distales versus 
















proteínas  estaban  implicadas  en  el  control  del  ciclo  celular,  al  ser  éste  un  factor 
fundamental  en  la  progresión  tumoral,  si  bien  a  fecha  del  comienzo  del  proyecto  no 
había ningún trabajo que relacionara dicho grupo de genes con susceptibilidad a padecer 
cáncer de mama de  forma directa.  Los 15 genes  seleccionados para este propósito  se 











del  gen,  no  sigue  el  equilibrio  de  Hardy‐Weinberg  en  los  casos  de  cáncer  de mama 
esporádico, con un p‐valor de Pearson de 0,005. La comparación de MAF entre casos y 
controles  sugirió  una mayor  presencia  del  alelo menor  G  de  rs3213180  entre  casos 
(OR=1,39, 95% I.C. 0,95‐2,02, p=0,087), como se presenta en la Tabla 14. 
 
Tabla  14:  Estudio  de  asociación  del  genotipo  de 
rs3213180 de E2F1 con el cáncer de mama esporádico. 
Modelo  Genotipo Estudio N original
estadístico  alelos OR (95% I.C.) p‐valor
Codominante  CG 1,25 (0,83‐1,88) 0,288
GG 3,20 (0,64‐15,93) 0,134






Relativo  a  los  homocigotos  para  el  alelo mayor  “C”,  el  OR  estimado  para  los 
homocigotos del alelo raro (“GG”) fue de 3,20 (95% I.C. 0,64‐15,93, p=0,134). 
Sin embargo,  tras analizar una población mayor de  casos  y  controles para este 
SNP hasta llegar a un total de 1.069 CME y 815 CoCM, los resultados confirmaron que los 
casos no  siguen el HWE,  y  se observó una mayor  tendencia hacia el  riesgo  a padecer 




de  población  normal,  el  riesgo  relativo  observado  para  homocigotos  raros  llega  a  un 
valor  de  6,00  (95%  I.C.  0,71‐50,05,  p=0,098),  y  la  asociación  alcanza  la  significación 






Modelo  Genotipo  Todos  < 50 años  ≥ 50 años 
estadístico  alelos  OR (95% I.C.)  p‐valor  OR (95% I.C.)  p‐valor OR (95% I.C.)  p‐valor
Codominante  CG  1,13 (0,82‐1,55)  0,451  1,02 (0,61‐1,70)  0,945  1,40 (0,91‐2,15)  0,123 
GG  3,59 (0,77‐16,66)  0,081  1,86 (1,17‐20,59)  0,614  6,00 (0,71‐50,05)  0,098 
Por alelo menor  G‐  1,23 (0,92‐1,64)  0,157  1,07 (0,66‐1,71)  0,791  1,54 (1,05‐2,27)  0,027 
La población utilizada ha sido: 1.069 CME y 815 CoCM. El corte de edad se ha establecido a los 50 años. 










mayor  frecuencia  entre  casos que  entre  controles,  aunque  sin  llegar  a  la  significación 








a  padecer  cáncer  de mama  (OR=5,89;  95%  I.C.  0,70‐49,24)  para  aquellos  individuos 
portadores  del  diplotipo  “CG/CG”  (presente  en  un  1,3%  en  la muestra),  aunque  no 
alcanzó  la  significación  estadística  (p=0,102).  Sin  embargo,  aquellos  individuos 
portadores del diplotipo “CC/CC” (14,0%) con el alelo raro de rs2071056 y el alelo normal 

































marginal)  e  intervalos  de  confianza  (líneas  verticales)  del.  Los  p‐valores  de 



















SNP,  debido  a  su  relación  con  riesgo  de  padecer  cáncer  de mama  esporádico,  está 
implicado  en  la  des‐regulación  de  los  niveles  de  proteína  E2F1  a  través  de  la  des‐
regulación  de  la  unión  de  los  miRNAs  en  el  ARNm  de  E2F1.  Para  tal  propósito,  se 
realizaron  diversos  experimentos  de  luciferasa  usando  células HeLa,  que  producen  de 
forma constitutiva los miRNAs arriba mencionados. 
Se analizó la secuencia completa de 3’UTR de E2F1, portando el alelo normal “C”, 
tomado  como  referencia,  o  el  alelo  de  riesgo  “G”  de  rs3213180.  Los  resultados 
mostraron  un  incremento  en  la  expresión  de  proteína  estadísticamente  significativo 
cuando  el  vector  de  expresión  de  luciferasa  portador  del  inserto  con  el  alelo  “G”  fue 
comparado con el de referencia. Esto se observó en ambos sistemas, con el S2 de unión 
de miRNAs  intacto en  las bases de unión de  los miRNAs en  la  “secuencia  semilla”, así 
como en la forma mutada, donde se interfiere dicha unión (a partir de ahora, nombrada 
como  MS2),  manteniéndose  S1  todavía  activo,  según  p=9,07x10‐10  y  p=8,10x10‐16, 
respectivamente. Más  aún,  si  bien  la  construcción  portadora  del  alelo  “C”  con MS2 
presentó  una  expresión mayor  que  aquella  sin  la  “secuencia  semilla” mutada  en  S2 
(p=9,32x10‐14),  la construcción MS2 portadora del alelo “G” mostró una expresión aún 

















Con el  fin de acotar  la región de acción del alelo “G”, se evaluó  la expresión de 
luciferasa utilizando dos diferentes  fragmentos de 3’UTR  incluyendo a  rs3213180 y S2, 
normal  o  con  la  “secuencia  semilla”  mutada,  FS2  y  FMS2,  respectivamente.  Los 
resultados mostraron una mayor expresión, estadísticamente significativa, entre aquellas 
construcciones  portadoras  del  alelo  “G”  comparada  con  la  secuencia  de  referencia 
cuando  S2  está  presente  (p=2,75x10‐13).  Una  expresión  similar  fue  obtenida  cuando 
ambos alelos se testaron en un sistema con MS2, siendo la construcción con el alelo de 
riesgo “G” inductora de una mayor expresión de luciferasa estadísticamente diferente de 
aquella  con  “C”  (p=1,39x10‐8).  Finalmente,  la exclusión  completa de  S2  en un  sistema 







En  la  Figura  27  se muestra  la  predicción  de  plegamiento  del  ARNm  según  la 
plataforma  predictora  GeneBee  RNA  Secondary  Structure  Prediction,  acorde  a  las 
diferentes construcciones descritas en el apartado anterior. Este análisis in silico mostró 
que tanto la secuencia completa de 3’UTR con rs3231380 y los sitios 1 y 2 de unión de los 










(FnoS2), y  la mutación de  la “secuencia semilla” del sitio 2  (MS2, estrellas grises). B, Actividad  luciferasa 
normalizada con renilla para las construcciones con 3’UTR completo, portadoras de los alelos “C” y “G”. Se 





































A  través  de  ensayos  de  inmunohistoquímica  en  tejidos  de  mama  normales 
embebidos  en  parafina  y  provenientes  de  pacientes  genotipados,  se  llevó  a  cabo  la 
evaluación de  la expresión de E2F1 nuclear. Se observó una mayor presencia de E2F1 
nuclear  entre  muestras  homocigotos  para  el  alelo  “G”,  aunque  no  se  alcanzó  la 






Además,  un  análisis  de  expresión  de  ARNm  de  las  mismas  muestras  parafinadas 






Figura  28:  Cuantificación  de  la  expresión  de  ARNm  de  E2F1.  A,  Porcentaje  de 
núcleos positivos para expresión de E2F1 por cada grupo de genotipo “CC”, “CG” y 
“GG”, en tejido mamario normal. B, Valores de expresión de ARNm correspondiente 
a  las muestras de A.  Los valores están  representados como puntos, y  sus medias 




Se  realizó  un  estudio  de  replicación  de  resultados  de  asociación  por  parte  del 
cambio  rs3213180 en una población  caucásica  independiente  como es  la  colección de 
muestras finlandesas de más de 800 casos y controles, del grupo de H. Nevanlinna, del 
Departamento de Obstetricia y Ginecología de la Universidad de Helsinki. Esta colección 




















Edad de  Controles (N=815)  Casos (N=1069)  p‐valor* Controles (N=915)  Casos (N=876)  p‐valor* 





Mediana (D.E.)  49,9 (11,0)  53,0 (12,7)  41,1 (13,5)  56,5 (12,0) 
< Media  330 (41,2)  360 (41,7)  616 (67,3)  249 (28,4) 
≥ Media  471 (58,8)  502 (58,3)  299 (32,7)  627 (71,6) 







Modelo  Genotipo  Todos  < 50 años  ≥ 50 años 
estadístico  alelos  OR (95% I.C.)  p‐valor  OR (95% I.C.)  p‐valor  OR (95% I.C.)  p‐valor 
Codominante  CG  1,07 (0,82‐1,38)  0,644  1.18 (0.78‐1.79)  0.427  0.91 (0.63‐1.32)  0.622 
GG  0,69 (0,27‐1,79)  0,442  0.37 (0.05‐3.05)  0.357  0.73 (0.20‐2.60)  0.622 















El  análisis de  la distribución de  los  genotipos de  los  SNPs  seleccionados en  los 
genes E2F entre CME y CoCM representado en  la Tabla 18, permitió verificar que todos 
los SNPs analizados seguían el HWE en CoCM, si bien en CME se encontraron cinco SNPs 
con  tendencia  al  desequilibrio,  y  aparte  de  rs3213180  de  E2F1,  para  el  que  ya  se 












      CoCM  CME    
Gen  SNP  p‐valor HWE  MAF  p‐valor HWE  MAF  OR (I.C. 95%)  p‐valor 
E2F1 
rs3213150  0,396  0,29  0,513  0,28  0,93 (0,77‐1,12)  0,438 
rs2071056  0,375  0,32  0,543  0,30  0,94 (0,78‐1,13)  0,498 
rs3213180  0,699  0,05  0,005  0,06  1,39 (0,95‐2,02)  0,087 
rs3213183  0,358  0,31  0,836  0,30  0,96 (0,80‐1,16)  0,663 
E2F2 
rs2742976  0,116  0,36  0,145  0,34  0,89 (0,76‐1,06)  0,194 
rs3218148  0,544  0,47  0,089  0,47  0,98 (0,83‐1,17)  0,822 
rs2075995  0,233  0,50  0,299  0,50  0,99 (0,84‐1,17)  0,895 
rs3218211  0,865  0,48  0,069  0,48  0,99 (0,83‐1,18)  0,897 
E2F3 
rs4712494  0,838  0,21  0,735  0,24  1,20 (1,00‐1,43)  0,050 
rs911361  1,000  0,42  0,858  0,40  0,92 (0,78‐1,37)  0,366 
rs2328489  0,317  0,26  0,043  0,25  0,96 (0,81‐1,14)  0,635 
rs4134957  0,183  0,19  1,000  0,19  1,03 (0,85‐1,24)  0,792 
rs1322842  0,695  0,32  0,923  0,34  1,10 (0,92‐1,32)  0,293 
rs1042317  1,000  0,26  0,920  0,29  1,18 (1,00‐1,39)  0,054 
E2F4  rs3729639  0,679  0,06  0,086  0,07  1,24 (0,87‐1,75)  0,238 














Tabla 19: Análisis estadístico de distribución de  genotipos en  cada  grupo de muestras, CME  y CoCM,  y de 
supervivencia entre CME para los genes de la familia E2F. 
      Genotipo  Univariante  Multivariante  Supervivencia 
Gen  SNP  Alelo aditivo  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%)  p‐valor 
E2F1 
rs3213150  C  0,93 (0,77‐1,12)  0,445  1,00 (0,79‐1,25)  0,964  0,55 (0,27‐1,15)  0,112 
rs2071056  T  0,94 (0,79‐1,13)  0,505  1,06 (0,85‐1,32)  0,594  0,80 (0,44‐1,47)  0,476 
rs3213180  C  3,20 (0,94‐1,94)  0,102  1,19 (0,79‐1,79)  0,398  0,61 (0,16‐2,35)  0,474 
rs3213183  C  0,96 (0,80‐1,15)  0,667  1,04 (0,83‐1,30)  0,758  0,58 (0,29‐1,14)  0,111 
E2F2 
rs2742976  G  0,88 (0,73‐1,06)  0,178  1,06 (0,84‐1,32)  0,641  0,85 (0,46‐1,59)  0,609 
rs3218148  C  0,98 (0,83‐1,16)  0,826  0,99 (0,81‐1,21)  0,918  1,37 (0,82‐2,27)  0,232 
rs2075995  C  0,99 (0,84‐1,17)  0,898  1,02 (0,84‐1,25)  0,827  0,89 (0,53‐1,49)  0,651 
rs3218211  C  0,99 (0,83‐1,18)  0,898  0,96 (0,77‐1,19)  0,699  1,01 (0,60‐1,73)  0,960 
E2F3 
rs4712494  T  1,30 (1,01‐1,43)  0,044  1,17 (0,93‐1,47)  0,178  1,13 (0,61‐2,08)  0,700 
rs911361  C  0,92 (0,78‐1,10)  0,366  0,86 (0,70‐1,07)  0,171  1,15 (0,68‐1,95)  0,608 
rs2328489  C  0,97 (0,82‐1,15)  0,707  1,10 (0,88‐1,37)  0,427  1,20 (0,65‐2,23)  0,557 
rs4134957  T  1,03 (0,86‐1,25)  0,723  1,12 (0,88‐1,42)  0,373  1,17 (0,63‐2,18)  0,619 
rs1322842  C  1,10 (0,92‐1,32)  0,282  1,18 (0,95‐1,47)  0,139  0,82 (0,46‐1,47)  0,506 
rs1042317  C  1,18 (1,00‐1,39)  0,054  1,20 (0,97‐1,50)  0,101  0,92 (0,51‐1,68)  0,789 
E2F4  rs3729639  C  1,22 (0,87‐1,72)  0,254  1,11 (0,74‐1,67)  0,618  0,66 (0,21‐2,07)  0,473 
E2F5  rs3808538  A  0,99 (0,82‐1,20)  0,911  1,00 (0,79‐1,26)  0,989  0,99 (0,53‐1,83)  0,962 
Se  ha  aplicado  un  análisis  univariante  y multivariante  para  las  variables  de  confusión:  edad  de  diagnóstico  o 






los  SNPs  seleccionados  en  los  genes  E2F,  no  se  observó  ninguna  diferencia  de 
distribución de genotipos para los SNPs analizados. 
b. Análisis según el tipo de tumor: 
Los  resultados  del  estudio  realizado  sobre  el  efecto  del  genotipo  de  los  SNPs 






sí  se  ha  visto  relacionado  con  uno  de  los  genes  de  la  familia,  E2F3.  Así  pues,  el  SNP 









SNPs  con  la  colección  de muestras  de  casos  estratificada  acorde  a  esta  característica 
(p=0,001 y p=0,040, respectivamente). Asimismo, un tamaño del tumor mayor a 2 cm se 
ha asociado de una manera muy significativa a una  frecuencia del alelo menor elevada 









  Tumor invasivo Grado de tumor > 1 Tamaño de tumor > 2cm 
Gen  SNP OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%)  p‐valor 
E2F1 
rs3213150  1.38 (0.83‐2.27) 0.212 1.03 (0.73‐1.47) 0.861 0.88 (0.64‐1.21)  0.432 
rs2071056  1.27 (0.80‐2.04) 0.315 0.96 (0.68‐1.34) 0.791 0.95 (0.71‐1.29)  0.750 
rs3213180  1.35 (0.56‐3.28) 0.506 0.82 (0.46‐1.46) 0.500 0.96 (0.59‐1.56)  0.869 
rs3213183  1.22 (0.75‐1.98) 0.417 0.94 (0.67‐1.33) 0.742 0.89 (0.65‐1.21)  0.451 
E2F2 
rs2742976  0.89 (0.57‐1.40) 0.630 1.14 (0.79‐1.63) 0.480 0.93 (0.68‐1.27)  0.650 
rs3218148  1.03 (0.69‐1.53) 0.890 0.99 (0.72‐1.37) 0.950 1.21 (0.91‐1.59)  0.190 
rs2075995  1.15 (0.77‐1.72) 0.492 1.01 (0.73‐1.38) 0.965 0.93 (0.71‐1.22)  0.586 
rs3218211  0.89 (0.54‐1.46) 0.632 1.06 (0.76‐1.49) 0.750 1.11 (0.83‐1.49)  0.470 
E2F3 
rs4712494  1.37 (0.83‐2.27) 0.220 1.68 (1.12‐2.53) 0.010 1.63 (1.19‐2.22)  <0,001 
rs911361  0.86 (0.56‐1.32) 0.500 0.96 (0.68‐1.34) 0.800 1.01 (0.76‐1.34)  0.940 
rs2328489  0.82 (0.53‐1.26) 0.364 0.69 (0.49‐0.98) 0.038 1.04 (0.76‐1.41)  0.827 
rs4134957  0.90 (0.54‐1.48) 0.668 0.84 (0.57‐1.25) 0.393 1.15 (0.82‐1.63)  0.420 
rs1322842  1.12 (0.72‐1.75) 0.620 1.32 (0.92‐1.89) 0.140 1.02 (0.76‐1.37)  0.890 
rs1042317  1.42 (0.88‐2.30) 0.150 1.24 (0.85‐1.79) 0.260 1.01 (0.75‐1.37)  0.926 
E2F4  rs3729639  0.59 (0.29‐1.23) 0.160 0.96 (0.48‐1.93) 0.910 1.02 (0.59‐1.76)  0.950 
E2F5  rs3808538  1.22 (0.74‐2.02) 0.440 1.07 (0.74‐1.56) 0.720 1.16 (0.84‐1.60)  0.360 
Análisis  estadístico  del  efecto  aditivo  del  genotipo  (en  su  alelo  menor),  para  los  genes 
relacionados con la familia de genes E2F entre los diferentes grupos de muestras segregadas 




















      ER Positivo  PR Positivo Metástasis a ganglio Otras metástasis
Gen  SNP  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%) p‐valor  OR (I.C. 95%)  p‐valor
E2F1 
rs3213150  1.11 (0.73‐1.69)  0.623  1.14 (0.80‐1.61) 0.481 0.74 (0.54‐1.03) 0.075  1.06 (0.52‐2.14)  0.873
rs2071056  1.20 (0.80‐1.79)  0.381  1.16 (0.83‐1.62) 0.382 0.92 (0.68‐1.24) 0.577 1.34 (0.69‐2.59)  0.393
rs3213180  1.52 (0.76‐3.06)  0.241  1.01 (0.60‐1.71) 0.969 0.83 (0.50‐1.37) 0.466 0.38 (0.05‐2.65)  0.327
rs3213183  1.22 (0.80‐1.84)  0.355  1.17 (0.83‐1.65) 0.373 0.84 (0.62‐1.15) 0.284 1.23 (0.62‐2.44)  0.547
E2F2 
rs2742976  0.81 (0.54‐1.23)  0.320  0.77 (0.55‐1.09) 0.140 1.18 (0.86‐1.62) 0.290 0.40 (0.17‐0.94)  0.040
rs3218148  0.79 (0.55‐1.12)  0.190  0.82 (0.60‐1.10) 0.190 0.91 (0.68‐1.20) 0.490 1.02 (0.54‐1.94)  0.950
rs2075995  1.26 (0.90‐1.78)  0.202  1.19 (0.90‐1.59) 0.250 1.26 (0.96‐1.66) 0.098  0.89 (0.47‐1.67)  0.719
rs3218211  0.94 (0.63‐1.39)  0.750  0.87 (0.63‐1.20) 0.410 0.80 (0.60‐1.08) 0.140 1.24 (0.66‐2.35)  0.510
E2F3 
rs4712494  1.02 (0.67‐1.56)  0.920  0.86 (0.60‐1.22) 0.390 1.34 (0.97‐1.83) 0.070  1.50 (0.76‐2.97)  0.240
rs911361  0.86 (0.59‐1.25)  0.430  1.21 (0.88‐1.67) 0.250 0.99 (0.75‐1.32) 0.950 0.87 (0.44‐1.70)  0.680
rs2328489  1.01 (0.67‐1.52)  0.959  1.13 (0.81‐1.59) 0.474 1.13 (0.82‐1.54) 0.456 1.54 (0.78‐3.01)  0.211
rs4134957  1.02 (0.65‐1.61)  0.920  0.94 (0.65‐1.37) 0.740 1.27 (0.90‐1.80) 0.180 0.93 (0.41‐2.15)  0.870
rs1322842  1.03 (0.69‐1.54)  0.870  0.98 (0.70‐1.36) 0.900 0.98 (0.73‐1.32) 0.900 1.04 (0.52‐2.05)  0.920
rs1042317  1.18 (0.78‐1.78)  0.423  0.99 (0.71‐1.38) 0.950 1.06 (0.78‐1.44) 0.711 1.34 (0.68‐2.65)  0.396
E2F4  rs3729639  0.83 (0.41‐1.69)  0.610  1.33 (0.71‐2.48) 0.380 1.03 (0.59‐1.79) 0.920 ‐  ‐




linfático  axilar  versus  tumor  no metastatizado  a  ganglio  linfático  axilar,  y  tumor metastatizado  a  otros  tejidos 


























Tabla 21: Análisis  estadístico de HWE,  indicación de MAF  en  cada  grupo de muestras  y 
análisis estadístico de la distribución de frecuencias alélicas entre CoCM y CME para otros 
genes de control del ciclo celular. 
      CoCM  CME    
Gen  SNP  p‐valor HWE  MAF p‐valor HWE  MAF OR (I.C. 95%)  p‐valor 
BRG1  rs1801514  0,000  0  0,000  0  1,03 (0,02‐51,86)  1,000 
BUB1B 
rs3759839  0,141  0,49  0,169  0,52  1,13 (0,95‐1,34)  0,167 
rs3214012  0,610  0,31  0,840  0,32  1,04 (0,86‐1,24)  0,702 
rs1801376  1,000  0,32  0,753  0,31  0,96 (0,80‐1,16)  0,676 
rs2305653  0,380  0,47  0,130  0,44  0,90 (0,76‐1,07)  0,213 
rs4924437  0,355  0,30  0,920  0,31  1,03 (0,86‐1,24)  0,750 
c‐MYC  rs2070583  1,000  0,02  1,000  0,02  1,09 (0,61‐1,97)  0,767 
EP300  rs20552  0,781  0,38  0,565  0,36  0,94 (0,79‐1,12)  0,502 
MDM2 
rs1144943  0,782  0,38  0,784  0,38  1,03 (0,86‐1,22)  0,765 
rs937282  0,475  0,47  0,196  0,48  1,05 (0,89‐1,24)  0,553 
rs937283  0,795  0,36  0,568  0,36  1,01 (0,85‐1,19)  0,945 
rs1470383  0,151  0,16  1,000  0,16  0,99 (0,79‐1,25)  0,939 
rs1201644  0,386  0,47  0,602  0,48  1,04 (0,88‐1,24)  0,637 
rs3730590  0,447  0,36  0,510  0,36  1,03 (0,86‐1,23)  0,785 
rs1695144  1,000  0,01  1,000  0,02  1‐58 (0,76‐3,28)  0,213 
rs3730646  0,931  0,35  0,645  0,36  1,05 (0,88‐1,24)  0,601 
rs3730654  1,000  0,00  1,000  0,00  0,30 (0,03‐2,65)  0,395 
RB1 
rs9568029  0,524  0,29  1,000  0,29  1,04 (0,86‐1,27)  0,667 
rs1573601  0,733  0,07  0,500  0,07  0,97 (0,69‐1,36)  0,855 
rs2804094  0,703  0,21  0,798  0,21  1,01 (0,82‐1,24)  0,929 
rs4151441  0,323  0,03  1,000  0,02  0,58 (0,32‐1,06)  0,071 
rs520342  0,441  0,21  1,000  0,21  0,99 (0,81‐1,22)  0,958 
rs4151474  1,000  0,02  1,000  0,02  0,65 (0,35‐1,20)  0,160 
rs399413  0,389  0,28  0,833  0,28  1,02 (0,85‐1,23)  0,824 
rs9568036  0,473  0,42  0,447  0,43  1,04 (0,87‐1,25)  0,642 
rs1894255  0,899  0,22  0,800  0,22  1,02 (0,83‐1,25)  0,887 
rs1951775  0,400  0,29  0,753  0,29  1,00 (0,83‐1,21)  0,979 
rs198575  0,724  0,07  0,160  0,07  1,00 (0,72‐1,41)  0,987 
rs198577  0,732  0,07  0,155  0,06  0,94 (0,67‐1,32)  0,738 
rs198580  0,236  0,04  0,387  0,05  1,23 (0,82‐1,83)  0,324 
rs198590  0,901  0,22  0,710  0,22  1,00 (0,82‐1,23)  0,996 
rs367438  0,711  0,06  0,257  0,06  1,06 (0,74‐1,51)  0,762 
RBL2/p130  rs10748  0,792  0,41  0,724  0,42  1,06 (0,89‐1,26)  0,513 
STK6 
rs1468056  0,401  0,37  1,000  0,39  1,08 (0,90‐1,28)  0,408 
rs2273535  0,651  0,17  0,057  0,20  1,21 (0,97‐1,50)  0,089 
rs1047972  0,783  0,20  0,881  0,18  0,87 (0,70‐1,08)  0,209 
rs6014711  0,488  0,19  0,877  0,17  0,86 (0,69‐1,07)  0,175 
rs911160  0,808  0,23  0,652  0,26  1,15 (0,94‐1,40)  0,164 
rs1044377  0,742  0,26  0,132  0,30  1,20 (1,00‐1,44)  0,056 
VDR 
rs4516035  0,178  0,39  0,859  0,41  1,10 (0,93‐1,31)  0,273 
rs10735810  0,703  0,34  1,000  0,37  1,17 (0,98‐1,40)  0,080 
rs731236  0,067  0,43  0,080  0,38  0,82 (0,69‐0,98)  0,028 
rs739837  0,438  0,46  0,154  0,46  1,01 (0,85‐1,20)  0,899 












no  sinónimo  (p.Met1Thr),  presentó  una  tendencia  a  estar  asociado  a  riesgo  para  la 
enfermedad, con un OR=1,17 y un p‐valor marginal de 0,080 (95% I.C. 0,98‐1,40). 
Como ha ocurrido en estudios anteriores, se ha observado una correlación de los 
resultados obtenidos para  las  frecuencias  alélicas  y  los detectados en el estudio de  la 
distribución  de  las  frecuencias  de  genotipos  y  su  relación  con  el  cáncer  de  mama 
esporádico, como se  indica en  la Tabla 22. De este modo, se detectó una asociación a 












estudiados,  tres  de  ellos,  rs3214012  (intrónico),  rs1801376  (codificante  no  sinónimo, 
p.Arg349Gln) y  rs2305653  (intrónico), están asociados con una peor  supervivencia a  la 























      Genotipo  Univariante  Multivariante  Supervivencia 
Gen  SNP  Alelo aditivo  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%)  p‐valor 
BUB1B 
rs3759839  G  1,13 (0,96‐1,34)  0,154  1,12 (0,91‐1,38)  0,274  0,46 (0,26‐0,80)  0,006 
rs3214012  G  1,03 (0,86‐1,24)  0,737  1,08 (0,86‐1,35)  0,506  2,54 (1,55‐4,15)  0,000 
rs1801376  A  0,96 (0,80‐1,16)  0,674  0,98 (0,78‐1,22)  0,830  2,44 (1,48‐4,02)  0,000 
rs2305653  T  0,89 (0,75‐1,06)  0,194  0,87 (0,70‐1,07)  0,188  2,51 (1,43‐4,40)  0,001 
rs4924437  A  1,03 (0,85‐1,23)  0,788  0,98 (0,78‐1,22)  0,836  1,48 (0,88‐2,51)  0,140 
c‐MYC  rs2070583  A  1,10 (0,60‐1,99)  0,765  1,91 (0,91‐3,97)  0,086  0,59 (0,08‐4,33)  0,600 
EP300  rs20552  T  0,94 (0,79‐1,13)  0,501  0,89 (0,72‐1,11)  0,298  1,49 (0,82‐2,72)  0,189 
MDM2 
rs1144943  T  1,03 (0,87‐1,23)  0,721  0,95 (0,77‐1,18)  0,654  0,94 (0,54‐1,63)  0,812 
rs937282  C  1,05 (0,90‐1,23)  0,544  0,95 (0,78‐1,16)  0,610  1,11 (0,66‐1,85)  0,697 
rs937283  A  1,01 (0,85‐1,21)  0,886  0,92 (0,74‐1,15)  0,458  0,99 (0,56‐1,77)  0,985 
rs1470383  C  0,99 (0,79‐1,24)  0,925  1,03 (0,78‐1,35)  0,840  1,04 (0,53‐2,03)  0,921 
rs1201644  T  1,05 (0,88‐1,24)  0,609  0,94 (0,77‐1,16)  0,574  1,03 (0,61‐1,75)  0,905 
rs3730590  T  1,03 (0,86‐1,23)  0,776  0,91 (0,73‐1,13)  0,394  0,90 (0,50‐1,61)  0,711 
rs1695144  G  1,59 (0,76‐3,31)  0,215  2,24 (0,91‐5,46)  0,078  0,66 (0,09‐4,90)  0,684 
rs3730646  G  1,05 (0,89‐1,25)  0,546  0,92 (0,40‐1,15)  0,474  0,95 (0,54‐1,67)  0,852 
rs3730654  C  0,29 (0,03‐2,60)  0,269  0,52 (0,05‐5,15)  0,578  23,63 (3,09‐180,74)  0,002 
RB1 
rs9568029  C  1,05 (0,86‐1,27)  0,650  1,21 (0,94‐1,55)  0,140  2,00 (0,95‐4,21)  0,070 
rs1573601  C  1,01 (0,82‐1,24)  0,928  1,06 (0,82‐1,37)  0,657  1,75 (0,99‐3,09)  0,054 
rs2804094  G  0,97 (0,69‐1,36)  0,844  1,09 (0,72‐1,64)  0,698  1,22 (0,48‐3,09)  0,683 
rs4151441  T  0,58 (0,32‐1,06)  0,077  0,77 (0,36‐1,64)  0,494  0,05 (0,00‐228,16)  0,478 
rs520342  C  1,00 (0,81‐1,23)  0,982  1,04 (0,80‐1,35)  0,775  1,67 (0,94‐2,97)  0,079 
rs4151474  T  0,64 (0,34‐1,19)  0,157  0,85 (0,39‐1,84)  0,676  0,05 (0,00‐297,33)  0,492 
rs399413  G  1,02 (0,85‐1,24)  0,805  1,10 (0,87‐1,39)  0,428  1,70 (0,99‐2,91)  0,055 
rs9568036  A  1,04 (0,87‐1,25)  0,637  1,18 (0,94‐1,47)  0,154  1,21 (0,60‐2,47)  0,593 
rs1894255  A  1,02 (0,83‐1,25)  0,863  1,06 (0,82‐1,37)  0,670  1,52 (0,85‐2,71)  0,161 
rs1951775  G  1,01 (0,83‐1,21)  0,963  1,10 (0,87‐1,39)  0,434  1,59 (0,93‐2,72)  0,094 
rs198575  T  1,00 (0,71‐1,41)  0,996  1,13 (0,74‐1,71)  0,578  1,27 (0,48‐3,34)  0,630 
rs198577  C  0,94 (0,67‐1,33)  0,726  1,07 (0,71‐1,62)  0,757  1,32 (0,50‐3,47)  0,578 
rs198580  A  1,22 (0,82‐1,84)  0,328  1,25 (0,77‐2,03)  0,377  1,66 (0,63‐4,38)  0,306 
rs198590  G  1,00 (0,82‐1,23)  0,981  1,03 (0,80‐1,33)  0,815  1,42 (0,79‐2,55)  0,247 
rs367438  T  1,06 (0,74‐1,51)  0,766  1,14 (0,74‐1,75)  0,564  1,37 (0,52‐3,62)  0,521 
RBL2/p130  rs10748  T  1,06 (0,89‐1,26)  0,513  1,12 (0,91‐1,38)  0,286  1,00 (0,59‐1,71)  1,000 
STK6 
rs1468056  G  1,08 (0,90‐1,29)  0,403  1,23 (0,99‐1,53)  0,058  1,36 (0,80‐2,30)  0,253 
rs2273535  A  1,22 (0,98‐1,53)  0,081  1,06 (0,81‐1,39)  0,671  1,09 (0,54‐2,21)  0,808 
rs1047972  G  0,87 (0,70‐1,08)  0,208  0,85 (0,65‐1,10)  0,217  0,79 (0,25‐1,79)  0,567 
rs6014711  G  0,86 (0,68‐1,07)  0,172  0,82 (0,62‐1,08)  0,158  0,42 (0,14‐1,18)  0,099 
rs911160  G  1,15 (0,95‐1,41)  0,161  1,02 (0,80‐1,30)  0,881  0,79 (0,40‐1,56)  0,494 
rs1044377  G  1,19 (0,99‐1,43)  0,060  1,08 (0,86‐1,34)  0,508  0,67 (0,36‐1,27)  0,224 
VDR 
rs4516035  T  1,09 (0,92‐1,29)  0,304  1,01 (0,82‐1,25)  0,905  1,18 (0,68‐2,04)  0,555 
rs10735810  G  1,17 (0,98‐1,40)  0,081  1,26 (1,02‐1,57)  0,036  1,04 (0,62‐1,76)  0,874 
rs731236  T  0,84 (0,71‐0,99)  0,034  0,84 (0,69‐1,03)  0,102  1,19 (0,69‐2,06)  0,528 
rs739837  T  1,01 (0,86‐1,20)  0,869  1,12 (0,92‐1,38)  0,246  1,07 (0,62‐1,85)  0,808 
Se ha aplicado un análisis univariante y multivariante para  las variables de confusión: edad de diagnóstico o recogida de 














los SNPs  rs1047972  (cambio no  sinónimo, p.Val57Ile) y  rs6014711  (intrónico) de STK6, 
según:  OR=0,50,  95%  I.C.  0,31‐0,82,  p=0,006  y  OR=0,52,  95%  I.C.  0,31‐0,86,  p=0,010, 
respectivamente. Ambos SNPs se han relacionado con el cáncer de mama esporádico al 
estratificar  la muestra  acorde  al  tipo  de  tumor,  estableciendo  de  nuevo  la  asociación 
entre  los  diagnosticados  con  tumor  in  situ  (p=0,018  y  p=0,017,  respectivamente).  En 
cuanto al grado histológico del tumor, no se han detectado asociaciones de mención con 
ninguno de los SNPs estudiados. 
Al  igual que ocurrió  con  la asociación a una peor  supervivencia, un  tamaño de 
tumor mayor de 2 cm está claramente asociado a los SNPs rs3214012 (OR=1,65, 95% I.C. 
1,22‐2,25,  p=0,001),  rs1801376  (OR=1,62,  95%  I.C.  1,17‐2,24,  p=0,004),  rs2305653 
(OR=1,40,  95%  I.C.  1,03‐1,89,  p=0,030)  y  rs4924437  (OR=1,59,  95%  I.C.  1,16‐2,18, 










de  los  SNPs de RB1 a  tumores ER positivos, aunque  tan  sólo dos de ellos,  rs1573601, 
localizado a 5’ corriente arriba del gen, y rs399413, un SNP intrónico, con asociación a los 
tumores ER positivos de OR=2,00 (95% I.C. 1,19‐3,40, p=0,010) y OR=1,76 (95% I.C. 1,12‐
2,77, p=0,015),  respectivamente,  se asociaron a  riesgo para cáncer de mama entre  los 












   Tumor invasivo Grado de tumor > 1 Tamaño de tumor > 2cm
Gen  SNP  OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%)  p‐valor
BUB1B 
rs3759839  0,90 (0,59‐1,39) 0,641 0,90 (0,65‐1,26) 0,549 0,70 (0,52‐0,95)  0,020
rs3214012  1,29 (0,81‐2,06) 0,289 1,39 (0,96‐2,01) 0,082 1,65 (1,22‐2,25)  0,001
rs1801376  1,24 (0,77‐2,01) 0,382 1,33 (0,90‐1,97) 0,150 1,62 (1,17‐2,24)  0,004
rs2305653  1,14 (0,73‐1,79) 0,573 1,19 (0,84‐1,68) 0,339 1,40 (1,03‐1,89)  0,030
rs4924437  1,36 (0,84‐2,19) 0,212 1,05 (0,73‐1,51) 0,777 1,59 (1,16‐2,18)  0,004
c‐MYC  rs2070583  0,77 (0,22‐2,73) 0,684 1,66 (0,43‐5,97) 0,435 2,02 (0,84‐4,88)  0,118
EP300  rs20552  0,95 (0,61‐1,50) 0,838 0,84 (0,58‐1,21) 0,342 1,04 (0,75‐1,43)  0,833
MDM2 
rs1144943  0,95 (0,61‐1,46) 0,806 1,01 (0,71‐1,43) 0,960 1,12 (0,84‐1,49)  0,445
rs937282  0,95 (0,62‐1,44) 0,903 1,22 (0,87‐1,70) 0,252 1,13 (0,86‐1,48)  0,395
rs937283  0,96 (0,61‐1,50) 0,947 0,92 (0,64‐1,33) 0,760 1,09 (0,81‐1,46)  0,591
rs1470383  0,69 (0,41‐1,16) 0,160 0,96 (0,61‐1,52) 0,865 0,85 (0,57‐1,25)  0,406
rs1201644  1,04 (0,68‐1,59) 0,869 1,22 (0,87‐1,70) 0,257 1,14 (0,86‐1,50)  0,359
rs3730590  0,97 (0,62‐1,52) 0,889 1,02 (0,71‐1,46) 0,919 1,02 (0,75‐1,37)  0,918
rs1695144  0,59 (0,16‐2,16) 0,430 0,96 (0,29‐3,13) 0,946 1,38 (0,52‐3,62)  0,520
rs3730646  1,01 (0,65‐1,57) 0,976 0,96 (0,68‐1,37) 0,833 1,07 (0,80‐1,43)  0,649
rs3730654  ‐  ‐ ‐ ‐ ‐  ‐ 
RB1 
rs9568029  0,97 (0,62‐1,52) 0,889 1,09 (0,74‐1,61) 0,647 0,90 (0,64‐1,25)  0,518
rs1573601  0,80 (0,49‐1,32) 0,389 1,08 (0,72‐1,61) 0,727 0,96 (0,68‐1,35)  0,820
rs2804094  1,21 (0,50‐2,93) 0,680 1,06 (0,53‐2,11) 0,863 0,70 (0,38‐1,29)  0,247
rs4151441  2,02 (0,26‐15,68) 0,502 1,75 (0,37‐8,23) 0,481 1,06 (0,36‐3,16)  0,915
rs520342  0,81 (0,50‐1,33) 0,404 1,10 (0,73‐1,66) 0,641 0,97 (0,69‐1,35)  0,838
rs4151474  2,02 (0,26‐15,72) 0,501 1,01 (0,26‐3,87) 0,994 0,76 (0,24‐2,43)  0,645
rs399413  0,93 (0,59‐1,46) 0,751 1,08 (0,75‐1,55) 0,692 0,89 (0,65‐1,21)  0,443
rs9568036  0,88 (0,58‐1,34) 0,551 1,06 (0,75‐1,51) 0,739 0,73 (0,54‐1,00)  0,047
rs1894255  0,87 (0,53‐1,43) 0,573 1,14 (0,76‐1,71) 0,539 0,94 (0,67‐1,31)  0,706
rs1951775  0,90 (0,57‐1,41) 0,651 1,07 (0,74‐1,53) 0,736 0,82 (0,60‐1,12)  0,208
rs198575  1,22 (0,50‐3,01) 0,663 0,97 (0,49‐1,93) 0,928 0,70 (0,37‐1,30)  0,257
rs198577  1,11 (0,45‐2,76) 0,815 0,99 (0,49‐2,01) 0,974 0,77 (0,41‐1,45)  0,417
rs198580  0,99 (0,37‐2,64) 0,976 0,90 (0,41‐1,96) 0,793 0,56 (0,26‐1,20)  0,135
rs198590  0,80 (0,49‐1,31) 0,378 1,18 (0,78‐1,79) 0,424 0,87 (0,62‐1,22)  0,428
rs367438  1,05 (0,42‐2,60) 0,915 1,07 (0,52‐2,22) 0,852 0,72 (0,38‐1,37)  0,320
RBL2/p130  rs10748  1,10 (0,72‐1,69) 0,664 0,88 (0,63‐1,23) 0,451 1,10 (0,83‐1,46)  0,525
STK6 
rs1468056  1,10 (0,72‐1,68) 0,650 0,86 (0,63‐1,19) 0,370 0,77 (0,57‐1,03)  0,073
rs2273535  1,24 (0,70‐2,20) 0,454 1,44 (0,92‐2,28) 0,114 0,95 (0,65‐1,37)  0,767
rs1047972  0,50 (0,31‐0,82) 0,006 0,77 (0,50‐1,18) 0,228 0,76 (0,52‐1,13)  0,175
rs6014711  0,52 (0,31‐0,86) 0,010 0,89 (0,57‐1,39) 0,610 0,70 (0,47‐1,05)  0,088
rs911160  1,45 (0,86‐2,45) 0,162 1,24 (0,85‐1,82) 0,263 1,05 (0,76‐1,45)  0,773
rs1044377  1,06 (0,68‐1,65) 0,802 1,04 (0,74‐1,45) 0,835 1,06 (0,79‐1,41)  0,713
VDR 
rs4516035  0,87 (0,57‐1,32) 0,509 0,93 (0,67‐1,30) 0,676 1,02 (0,77‐1,35)  0,919
rs10735810  0,83 (0,54‐1,28) 0,396 1,19 (0,84‐1,68) 0,332 0,98 (0,73‐1,30)  0,875
rs731236  1,10 (0,72‐1,69) 0,663 1,22 (0,87‐1,70) 0,257 1,14 (0,86‐1,51)  0,367
rs739837  0,75 (0,49‐1,15) 0,192 0,76 (0,54‐1,05) 0,094 0,81 (0,61‐1,08)  0,151
Análisis estadístico del efecto aditivo del genotipo (en su alelo menor), para otros del ciclo celular, 
entre  los diferentes grupos de muestras segregadas en función de  las características tumorales: 




estadísticamente  significativos.  Dos  SNPs  de  éstos  últimos  se  encuentran  en  BUB1B, 
aunque presentan sentidos contrapuestos, según: rs3759839 se asocia con ausencia de 
metástasis  a  ganglios  linfáticos  (OR=0,70,  95%  I.C.  0,52‐0,94,  p=0,018),  y  muestra 
asociación con cáncer de mama del mismo modo (p=0,006), mientras que rs2305653 es 
más frecuente entre las muestras con metástasis a ganglios linfáticos (OR=1,46, 95% I.C. 
1,07‐1,99, p=0,016)  y, de  igual modo,  se  asocia  con  la enfermedad  atendiendo  a este 






frecuente  entre  los  pacientes  con  metástasis  distal  (OR=2,30,  95%  I.C.  1,12‐4,73, 
p=0,023),  aunque  no  se  asocia  con  el  cáncer  de mama  estratificando  la muestra  de 
acuerdo a esta característica. El cambio no sinónimo de STK6, rs1047972 (p.Val57Ile), por 
su parte,  tiende a acumularse entre  los pacientes con metástasis nodal  (OR=1,53, 95% 
I.C. 1,06‐2,23, p=0,025) y a asociarse con el cáncer de mama en estos casos (p=0,011). 
 
Tabla  23B:  Análisis  estadístico  de  los  genotipos  de  otros  genes  de  control  del  ciclo  celular  frente  al  estado  de 
marcadores tumorales y de metástasis.  
     ER Positivo  PR Positivo Metástasis a ganglio Otras metástasis
Gen  SNP  OR (I.C. 95%)  p‐valor  OR (I.C. 95%) p‐valor OR (I.C. 95%) p‐valor  OR (I.C. 95%)  p‐valor
BUB1B 
rs3759839  0,95 (0,65‐1,40)  0,807  0,86 (0,62‐1,18) 0,340 0,70 (0,52‐0,94) 0,018  0,56 (0,28‐1,10) 0,093
rs3214012  1,12 (0,75‐1,66)  0,584  1,14 (0,81‐1,59) 0,458 1,32 (0,98‐1,80) 0,072  1,63 (0,84‐3,16) 0,152
rs1801376  1,09 (0,72‐1,64)  0,689  1,11 (0,78‐1,57) 0,572 1,36 (0,98‐1,88) 0,063  1,70 (0,87‐3,35) 0,123
rs2305653  1,07 (0,73‐1,59)  0,727  1,13 (0,81‐1,56) 0,481 1,46 (1,07‐1,99) 0,016  2,30 (1,12‐4,73) 0,023
rs4924437  1,38 (0,90‐2,12)  0,135  1,17 (0,83‐1,66) 0,367 1,10 (0,81‐1,51) 0,537  1,21 (0,60‐2,44) 0,592
c‐MYC  rs2070583  0,61 (0,20‐1,84)  0,377  1,83 (0,63‐5,33) 0,265 1,32 (0,53‐3,30) 0,555  1,18 (0,15‐9,32) 0,874
EP300  rs20552  0,83 (0,55‐1,23)  0,343  1,16 (0,82‐1,63) 0,407 1,25 (0,91‐1,71) 0,179  1,82 (0,88‐3,77) 0,106
MDM2 
rs1144943  1,05 (0,72‐1,55)  0,795  1,25 (0,90‐1,73) 0,180 1,14 (0,85‐1,52) 0,387  0,64 (0,31‐1,31) 0,220
rs937282  0,99 (0,69‐1,43)  0,954  1,23 (0,90‐1,67) 0,189 1,10 (0,83‐1,45) 0,507  0,71 (0,37‐1,36) 0,305
rs937283  1,12 (0,75‐1,66)  0,594  1,26 (0,90‐1,77) 0,176 1,12 (0,83‐1,51) 0,456  0,59 (0,27‐1,27) 0,178
rs1470383  1,03 (0,63‐1,70)  0,897  0,92 (0,60‐1,40) 0,690 1,03 (0,70‐1,51) 0,888  1,42 (0,64‐3,16) 0,390
rs1201644  0,97 (0,66‐1,43)  0,881  1,17 (0,85‐1,61) 0,328 1,06 (0,80‐1,40) 0,693  0,78 (0,41‐1,50) 0,459
rs3730590  1,02 (0,69‐1,52)  0,905  1,22 (0,87‐1,70) 0,253 1,04 (0,77‐1,40) 0,819  0,72 (0,35‐1,48) 0,367
rs1695144  0,86 (0,22‐3,33)  0,829  1,35 (0,39‐4,69) 0,641 1,14 (0,44‐2,95) 0,792  1,28 (0,16‐10,16) 0,813
rs3730646  1,04 (0,70‐1,54)  0,844  1,23 (0,89‐1,71) 0,215 1,10 (0,82‐1,47) 0,543  0,72 (0,35‐1,48) 0,371
rs3730654  ‐  ‐  ‐ ‐ ‐ ‐ ‐  ‐
RB1 
rs9568029  1,95 (1,19‐3,21)  0,008  1,32 (0,91‐1,92) 0,141 1,18 (0,84‐1,65) 0,348  0,98 (0,46‐2,08) 0,960
rs1573601  2,00 (1,19‐3,40)  0,010  1,30 (0,88‐1,91) 0,193 1,38 (0,99‐1,93) 0,061  0,66 (0,27‐1,62) 0,368
rs2804094  1,13 (0,52‐2,44)  0,764  0,97 (0,52‐1,79) 0,909 0,67 (0,35‐1,26) 0,210  1,22 (0,36‐4,20) 0,753
rs4151441  1,51 (0,32‐7,13)  0,605  0,65 (0,21‐1,98) 0,448 0,32 (0,07‐1,43) 0,134  ‐  ‐
rs520342  1,79 (1,07‐2,98)  0,027  1,29 (0,87‐1,90) 0,206 1,39 (1,00‐1,94) 0,053  0,68 (0,28‐1,64) 0,389
rs4151474  1,49 (0,31‐7,04)  0,617  0,65 (0,21‐1,96) 0,440 0,32 (0,07‐1,44) 0,136  ‐  ‐
rs399413  1,76 (1,12‐2,77)  0,015  1,18 (0,84‐1,66) 0,344 1,15 (0,84‐1,57) 0,383  0,66 (0,30‐1,46) 0,305
rs9568036  1,27 (0,85‐1,91)  0,244  1,07 (0,76‐1,50) 0,710 1,03 (0,75‐1,40) 0,874  0,49 (0,22‐1,11) 0,086
rs1894255  1,88 (1,13‐3,14)  0,015  1,20 (0,82‐1,76) 0,341 1,33 (0,95‐1,86) 0,094  0,52 (0,29‐1,35) 0,176
rs1951775  1,71 (1,09‐2,66)  0,019  1,22 (0,86‐1,71) 0,261 1,11 (0,81‐1,52) 0,504  0,75 (0,35‐1,61) 0,457
rs198575  1,15 (0,52‐2,55)  0,723  1,00 (0,53‐1,87) 0,992 0,60 (0,31‐1,15) 0,125  1,24 (0,35‐4,40) 0,736
rs198577  1,22 (0,53‐2,79)  0,638  1,12 (0,58‐2,17) 0,734 0,53 (0,26‐1,08) 0,080  1,34 (0,38‐4,76) 0,650
rs198580  0,99 (0,40‐2,43)  0,983  1,14 (0,54‐2,40) 0,726 0,70 (0,33‐1,49) 0,359  1,84 (0,52‐6,60) 0,348
rs198590  1,75 (1,07‐2,88)  0,027  1,19 (0,82‐1,74) 0,357 1,31 (0,94‐1,83) 0,107  0,62 (0,25‐1,51) 0,288
rs367438  1,19 (0,52‐2,73)  0,680  1,07 (0,55‐2,08) 0,834 0,62 (0,31‐1,23) 0,168  1,39 (0,39‐4,94) 0,609
RBL2/p130  rs10748  0,84 (0,57‐1,23)  0,370  0,89 (0,65‐1,22) 0,464 1,02 (0,77‐1,36) 0,870  0,54 (0,26‐1,10) 0,088
STK6 
rs1468056  1,06 (0,74‐1,52)  0,749  0,85 (0,62‐1,15) 0,284 1,08 (0,82‐1,44) 0,584  0,80 (0,41‐1,57) 0,512
rs2273535  0,80 (0,49‐1,30)  0,360  0,96 (0,64‐1,43) 0,828 1,05 (0,73‐1,53) 0,780  0,98 (0,41‐2,37) 0,963
rs1047972  0,98 (0,60‐1,62)  0,942  0,99 (0,65‐1,49) 0,947 1,53 (1,06‐2,23) 0,025  0,62 (0,22‐1,77) 0,368
rs6014711  0,85 (0,51‐1,41)  0,526  0,70 (0,46‐1,06) 0,094 1,42 (0,97‐2,10) 0,074  0,68 (0,24‐1,96) 0,474
rs911160  1,14 (0,74‐1,77)  0,548  1,20 (0,84‐1,70) 0,320 0,98 (0,71‐1,36) 0,909  0,90 (0,42‐1,93) 0,786
rs1044377  1,02 (0,69‐1,51)  0,916  1,15 (0,83‐1,58) 0,401 1,21 (0,91‐1,62) 0,192  0,74 (0,36‐1,54) 0,422
VDR 
rs4516035  0,96 (0,66‐1,41)  0,852  0,92 (0,67‐1,26) 0,601 0,93 (0,70‐1,23) 0,611  0,53 (0,25‐1,11) 0,093
rs10735810  1,24 (0,84‐1,84)  0,280  1,12 (0,80‐1,55) 0,513 0,95 (0,71‐1,27) 0,721  1,00 (0,51‐1,96) 0,991
rs731236  1,31 (0,90‐1,90)  0,157  0,91 (0,67‐1,24) 0,555 0,94 (0,71‐1,25) 0,686  1,20 (0,63‐2,27) 0,581
rs739837  1,02 (0,71‐1,46)  0,912  1,12 (0,83‐1,51) 0,480 1,09 (0,82‐1,45) 0,544  1,11 (0,57‐2,17) 0,750
 Análisis  estadístico  del  efecto  aditivo del  genotipo  (en  su  alelo menor)  para  los  genes  no  E2F  relacionados  con  el 
control  del  ciclo  celular,  entre  los  diferentes  grupos  de  muestras  segregadas  en  función  de  las  características 
tumorales:  tumor  ER  positivo  versus  tumor  ER  negativo,  tumor  PR  positivo  versus  tumor  PR  negativo,  tumor 
metastatizado a ganglio linfático axilar versus tumor no metastatizado a ganglio linfático axilar, y tumor metastatizado 































V.1.  EL  GEN  FANCD2  MUESTRA  UNA  ASOCIACIÓN  CON  EL  CÁNCER  DE  MAMA 
ESPORÁDICO 
V.1.1. Un  cambio  sinónimo  en  FANCD2 presenta  asociación  con  el  cáncer de 
mama esporádico 
El gen FANCD2 se había relacionado con el cáncer de mama en varias ocasiones, 
anteriormente  al  trabajo  presentado  en  esta  tesis  doctoral.  Así,  se  describió  el 
incremento de expresión de FANCD2 en tejidos con una alta tasa de proliferación, como 




mama  esporádico  hasta  la  fecha  de  publicación  de  nuestro  trabajo  y  sólo  un  trabajo 
posterior establece  la  implicación de FANCD2 en  la patología. En éste, van der Groep y 
colaboradores  describen,  gracias  a  experimentos  de  inmunohistoquímica,  que  un  10‐
20%  de  los  tumores  de  cáncer  de mama  esporádico  y  hereditario  con mutación  en 
BRCA1 presentaban ausencia de actividad de la proteína FANCD2. Ello podría indicar que 
cambios  presentes  en  FANCD2  o  la  inactivación  epigenética  del  gen  tienen  una  gran 
importancia en la carcinogénesis del cáncer de mama (van der Groep et al., 2008). En el 
presente  trabajo  se  ha  investigado  la  asociación  entre  las  dos  variantes  inicialmente 
seleccionadas en el gen FANCD2, rs2272125 y rs722509, y el cáncer de mama esporádico. 
Se  identificó,  así,  un  incremento  en  el  riesgo  a  padecer  cáncer  de mama  esporádico 
asociado  al  alelo  menor  “C”  del  SNP  sinónimo  rs2272125  (p.Leu1366Leu)  (OR  por 





portadores  (p=0,007  y  p=0,006  para  haplotipos  y  diplotipos  portadores  del  alelo  “C”, 
respectivamente).  Inicialmente  se  tomó en  consideración  la posibilidad de que el SNP 
rs2272125 asociado con el cáncer de mama esporádico fuera el agente causal del riesgo, 






estas  características  puede  intervenir  directamente  en  la  etiología  de  la  enfermedad. 
Una de ellas es  la  implicación del cambio en motivos reguladores en cis, como son  las 
regiones activadoras de “splicing” (ESE, exon splicing enhancer) o regiones silenciadoras 
de  “splicing”  (ESS,  exon  splicing  silencer).  En  éstas,  un  SNP  produce  una  secuencia 
diferente que no va a ser reconocida de igual modo por la maquinaria de “splicing” y que 
lleva a un peor o mejor rendimiento (Nielsen et al., 2007), o incluso a la creación de un 
“splicing”  alternativo  que  produce  una  proteína  no  funcional  (Blencowe,  2000).  Sin 
embargo, en nuestro  caso  se descartó  la  implicación de este  cambio en un  “splicing” 
aberrante  del  ARNm  de  FANCD2  al  no  encontrarse  dentro  de  una  región  de  estas 
características  tras  un  análisis  in  silico.  Otra  propuesta  a  la  causalidad  del  SNP  en 
FANCD2 asociado a cáncer de mama ha sido que  los cambios sinónimos pueden  influir 
en la correcta producción de la cantidad de proteína aunque no lleven a un cambio en la 
cadena de  aminoácidos  (Chamary  and Hurst,  2005; Kahali  et al.,  2007;  Schattner  and 
Diekhans, 2006; Shabalina et al., 2006). Sin embargo,  la aplicación de esta base teórica 












expresión  de  FANCD2  debido  a  su  localización:  región  promotora,  sitio  de  unión 
exón/intrón y 3’UTR. Además, cuatro de ellas se agruparon en una  forma variante del 
haplotipo  “TC”,  denominada  “H2V”.  El  análisis  de  la  frecuencia  de  estas  variantes 
definidas por “H2V” en personas no portadoras de “TC” mostró que no  se asociaba a 
























Además,  se  han  descrito  ampliamente  las  interacciones  que  ocurren  entre  BRCA1, 
BRCA2/FANCD1 y  la  familia de proteínas FANC  (Folias et al., 2002; Garcia and Benitez, 
2008;  Hussain  et  al.,  2004;  Hussain  et  al.,  2003;  Levran  et  al.,  2005).  Por  tanto,  se 
consideró  plausible  que  alteraciones  en  los  genes  FANC  estuvieran  implicadas  en  un 
mayor riesgo a padecer cáncer de mama (Venkitaraman, 2002). Esta hipótesis también 















nuestro  grupo  consideró  de  interés  la  descripción  de  la  asociación  de  variantes 
seleccionadas en los genes de la familia FANC y genes cuyas proteínas se relacionan con 
ésta,  con  el  cáncer  de  mama  esporádico.  Se  han  obtenido  varios  resultados  de 
asociación  con  el  cáncer  de  mama  esporádico  para  el  grupo  de  genes  indicado, 
fundamentalmente tras la estratificación de la muestra acorde a diversas características 
clínicas y tumorales. Sin embargo, dichos resultados requieren ser tratados con cautela 
puesto  que  todos muestran  una  significación  estadística marginal,  la mayoría  de  los 
cambios  no  presentan  una  implicación  funcional  en  la  proteína  a  priori  y  no  se  ha 
realizado  un  estudio  funcional  asociado  o  una  replicación  en  una  población 
independiente que los certifique como SNPs asociados a la patología. 
V.2.1. Los miembros de  la familia de genes FANC y  los genes relacionados con 
FANC  que  presentan  asociación  directa  con  el  cáncer  de mama  esporádico  son  los 
clásicos BRCA1, BRCA2/FANCD1 y ATM 
En  BRCA1  se  asoció  el  cambio  no  sinónimo  rs16941  (p.Gly1038Glu)  con  una 
tendencia  a  un  mayor  riesgo  de  padecer  cáncer  de  mama  esporádico  (OR=1,17, 
p=0,084), mientras  que  el  cambio  intrónico  rs799923 mostró  asociación  a  protección 
frente a  la patología  (OR=0,82, p=0,048). Sin embargo,  rs16941 se asoció de un modo 
significativo  con  la  enfermedad  entre  las  pacientes  que  presentaron  tumores  in  situ 
(p=0,004),  junto  con  otros  dos  cambios  en  el  gen,  rs8176265  (intrónico,  p=0,010)  y 
rs8176318  (3’UTR, p=0,006), que  también se presentan de  forma más  frecuente entre 
las  pacientes  con  tumores  de  tamaño  menor  a  2  cm  (p=0,043  y  p=0,013, 





pocos  los  trabajos  que  han  propuesto  el  estudio  de  variantes  comunes  en  BRCA1  y 
BRCA2/FANCD1 en  casos de  cáncer de mama esporádico, dado que  se ha  centrado  la 
atención en  los  casos de  cáncer de mama hereditario  (Palacios et al., 2008)  y ningún 
trabajo  ha mostrado  asociación  a  cáncer  de mama  para  los  SNPs  arriba  indicados.  El 












a  cáncer  de mama  esporádico  entre mujeres mayores  de  45  años,  apoyado  por  un 
estudio  funcional  que  pone  en  evidencia  una mayor  actividad  del  promotor  del  gen 
(Chan et al., 2009). Sin embargo, el campo de estudio de BRCA1 y BRCA2/FANCD1 en el 
cáncer  de mama  esporádico  sigue  siendo  limitado  y  requiere,  como  indican  nuestros 
resultados,  una  mayor  atención.  En  el  gen  ATM  también  se  ha  podido  describir  la 
asociación de un SNP intrónico, rs637064, con un mayor riesgo para el cáncer de mama 
esporádico.  Éste  muestra  un  riesgo  estimado  de  1,19  por  alelo  (p=0,041),  con  una 
asociación  más  marcada  entre  los  pacientes  con  ausencia  de  metástasis  a  ganglios 
linfáticos mamarios (p=0,008). En la literatura se ha relacionado frecuentemente a ATM 
con el  cáncer de mama  familiar al proponer que aquellas mutaciones en homocigosis 
responsables  del  síndrome  de  ataxia  telangiectasia  (AT)  para  el  que  se  describió 








pocos  lo  han  propuesto  como  gen  de  susceptibilidad  a  riesgo  para  cáncer  de mama 
esporádico (Bogdanova et al., 2008; Stredrick et al., 2006; Tamimi et al., 2004) y ninguno 
ha  analizado  todas  las  características  clínicas  y  tumorales  que  se  han  tratado  en  la 










pesar  de  los  resultados  obtenidos  para  estos  genes  expuestos  en  la  presente  tesis, 




alguno  con  el  cáncer  de  mama  esporádico  (Baynes  et  al.,  2007).  Pharoah  y 
colaboradores,  por  su  parte, muestra  la misma  evidencia  de  falta  de  asociación  con 
cáncer de mama esporádico para  los genes BRCA1, BRCA2/FANCD1 y ATM, analizados 
dentro de un estudio de 120 genes  candidatos  (Pharoah et al., 2007). Asimismo, este 
último  trabajo  encuentra  su  continuación  en  el  desarrollado  por  Mavaddat  y 
colaboradores,  donde  se  analizan  las  características  clínicas  y  tumorales  estudiadas 
también en nuestro trabajo en una amplia serie de casos y controles de cáncer de mama 
esporádico en relación a los genotipos obtenidos para los mismos 120 genes candidatos. 







En  el  caso  de  los  genes  de  la  familia  FANC  y  genes  relacionados  que  no  son 
BRCA1,  BRCA2/FAND1  y  ATM,  se  han  encontrado  asociaciones  a  la  enfermedad 
únicamente  tras  la  estratificación  de  la  colección  de muestras,  lo  que  ha  permitido 
homogeneizar  las características tumorales, reducir  la heterogeneidad de  la muestra y, 
por  tanto, definir mejor  los grupos asociados al cáncer de mama  (Garcia‐Closas et al., 
2008; Palacios et al., 2008; Sorlie et al., 2003). Así por ejemplo,  la mayoría de  los SNPs 
seleccionados para FANCA, entre los que se encuentran tanto cambios intrónicos como 
codificantes  no  sinónimos,  se  asocian  con  el  grupo  de muestras  que  presentan  una 
mejor supervivencia a  la enfermedad, aunque un SNP  intrónico en este gen mostró un 
comportamiento  contrario  a  esta  asociación,  lo  cual  resta  confianza  a  los  resultados. 









fallecidas  por  la  enfermedad  en  nuestra  colección,  todos  los  resultados  derivados  de 
estos análisis hay que  tomarlos  con  la  cautela que ello  implica. Existe únicamente un 
trabajo que evalúa a uno de  los miembros de  la  familia de genes FANC, a FANCD2, en 
función  de  un  valor  pronóstico.  En  este  trabajo  identificaron  un  peor  pronóstico  en 
tumores  invasivos  con  una  alta  proliferación  celular  y,  por  tanto,  una  alta  dosis  de 
expresión  de  FANCD2  (van  der  Groep  et  al.,  2008).  Otras  han  sido  las  asociaciones 
detectadas  para  el  resto  de  características  tumorales  interrogadas  para  cambios 
presentes  en  seis miembros  diferentes  de  la  familia  FANC  (FANCA,  FANCC,  FANCD2, 
FANCI,  FANCJ/BRIP1  y  FANCN/PALB2)  y  en  el  gen OGG1,  que  codifica  para  la  8‐oxo‐
guanina glicosilasa, una enzima implicada en la reparación de daños oxidativos del ADN 
como  la generación de 8‐oxo‐guaninas, a  través del sistema BER  (base‐excision  repair) 
(Wood  et  al.,  2001).  Se  han  descrito  asociaciones  a  cáncer  de mama  esporádico  al 




de  mama  esporádico,  no  hay  ningún  otro  estudio  que  apoye  o  desmienta  las 
asociaciones  a  la  clínica que  aquí  se presentan.  Sin  embargo,  acorde  a  los  resultados 
obtenidos,  la  profusión  de  asociaciones  a  propiedades  clínicas  contrapuestas  para 
diversos  SNPs  en  los  genes  indicados,  apunta  a  que  pueden  existir  cambios  que 















ningún  resultado  significativo  para  los  genes  FANCJ/BRIP1  y  ATR  que  estudiaron 
(Mavaddat  et  al.,  2009),  mientras  Pooley  y  colaboradores,  pudieron  observar  la 
asociación  del  SNP  rs2191249  en  FANCJ/BRIP1  con  supervivencia  a  la  enfermedad,  si 
bien este cambio no ha sido incluido en nuestro grupo de SNPs (Pooley et al., 2008). Así 
pues, de nuevo  los resultados expuestos en este apartado requieren  la confirmación a 





La  proteína  E2F1 muestra  un  efecto  bimodal,  pues  activa  la  apoptosis  tras  la 






E2F1  en  diversos  tipos  de  cánceres. Así,  en  el  cáncer  de  vejiga  y  de mama,  hay  una 
correlación entre la sobre‐expresión del gen E2F1 y el índice de proliferación del tejido, 
mientras  que  en  los  cánceres  de  colon  y  próstata  se  observa  el  efecto  contrario. 
Además, se ha visto que BRCA1 tiene elementos diana para  la actuación de E2F1 como 






marginal  del  SNP  rs3213180,  localizado  en  3’UTR  de  E2F1  cuando  se  consideró  la 
frecuencia alélica, genotípica, de haplotipos y de diplotipos. Sin embargo, esta asociación 







diagnosticadas  para  el  cáncer  de  mama  a  una  edad  superior  de  50  años  de  forma 
exclusiva,  al  realizar  un  estudio  de  estratificación  de  la muestra  acorde  a  la  edad  de 
diagnóstico  (OR=1,54,  95%  I.C.  1,05‐2,27,  p=0,027).  Este  cambio  fue  inicialmente 
seleccionado debido a su apropiada frecuencia según los datos de la población HapMap 
CEU (12,6%), y por su localizacion en 3’UTR del gen y, por tanto, su posible consideración 
de SNP  regulador o SNPr. Ambos  factores  son de gran  importancia para el estudio de 
variantes de bajo riesgo en enfermedades complejas como es el cáncer  (Aouacheria et 
al., 2007; Chorley et al., 2008; McCauley et al., 2007; Prokunina and Alarcon‐Riquelme, 
2004). Sin embargo, en nuestro estudio,  la  frecuencia del alelo menor para  rs3213180 





describió  la  actuación  de  los microRNAs miR‐17‐5p  y miR‐20a  en  la  regulación  de  la 
trasducción del ARNm de E2F1 a proteína, donde se encuentran dos sitios de unión, sitio 
1 (S1) y sitio 2 (S2) en el extremo 3’ no traslacionado del ARNm (3’UTR, 3’untranslated 
region)  (O'Donnell  et  al.,  2005).  Los  microRNAs  (miRNA)  son  ARNs  pequeños  (≈22 
nucleótidos)  no  codificantes  cuya misión  es  regular  la  traducción  de  sus  ARNm  diana 
mediante el reconocimiento y anillamiento específico de seis nucleótidos en la región 5’ 
del  miRNA,  denominada  “secuencia  semilla”  (Bartel,  2004;  Lewis  et  al.,  2005).  El 
mecanismo de bloqueo específico de  la  traducción  requiere de  la  inclusión del miRNA 
dentro  del  complejo  de  silenciamiento  denominado  RISC  (RNA‐induced  silencing 
complex),  que  está  constituido  por  proteínas  Argonautas,  entre  otras  (Peters  and 
Meister, 2007). El complejo formado es capaz de unirse a  la secuencia complementaria 
del  ARNm  diana  y  promover  su  degradación  o, más  comúnmente  en mamíferos,  la 
represión  transitoria  de  la  traducción  del  ARNm  a  proteína  en  un momento  y  tejido 
específicos (Du and Zamore, 2005). La transcripción de los miRNAs miR‐17‐5p y miR‐20a 
es activada por c‐Myc, otro factor de transcripción que tiene a su cargo un efecto dual 













fin  de  testar  la  hipótesis  anterior. Nuestros  resultados mostraron  que  siempre  que  el 
alelo menor de  rs3213180, “G”, está presente en  la  forma completa de 3’UTR o en un 
fragmento del mismo incluyendo el SNP y S2, se observa un incremento de expresión al 
compararlo  con  las mismas  construcciones portadoras del  alelo normal  “C”  (p<0,001). 
Esto sugiere algún tipo de efecto del SNP en  la función de 3’UTR en  la regulación de  la 
expresión  de  E2F1.  Esta  idea  encontró  apoyo  tras  detectar  que,  si  bien  existen 
diferencias importantes en la expresión luciferasa para cada construcción en función del 
alelo  de  rs3213180,  éstas  no  aparecen  en  la  expresión  del  ARNm  (p=0,835),  lo  que 
apunta  a  un  efecto  del  SNP  como modulador  de  la  expresión  de  E2F1  a  nivel  de  la 
traducción del ARNm. Asimismo, estudios de predicción del plegamiento del ARNm en 
ambas  construcciones,  3’UTR  completo  y  un  fragmento  del  mismo,  mostró  que  la 
estructura  del  ARNm  cambia  debido  a  la  presencia  del  alelo  “G”.  Sin  embargo,  esta 
hipótesis no ha podido ser confirmada de una manera evidente, puesto que en aquellas 
construcciones donde la función de S2 fue bloqueada tras la mutación de tres bases de la 
“secuencia semilla” de unión de  los miRNAs, todavía se observaba un  incremento en  la 
expresión debido al alelo “G”. Con el fin de darle más peso a nuestra hipótesis, se analizó 
si las muestras de tejido mamario normal de pacientes genotipadas para E2F1 mostraban 
una  expresión  diferencial  de  la  proteína  E2F1  en  función  del  alelo  de  rs3213180. 
Nuestros  resultados mostraron  una  tendencia  a  un mayor  número  de  núcleos  E2F1 
positivos entre las muestras homocigotas para “G” en rs3213180 (p=0,294), mientras que 















sitio  de  unión  del miRNA  por  parte  del  complejo miRNA‐RISC  está  bloqueado  por  la 







V.4.1.  El  gen VDR porta dos  SNPs que presentan  asociación  con  el  cáncer de 
mama esporádico 
En  el  estudio  de  asociación  de  genes  implicados  en  el  control  del  ciclo  celular 
diferentes de  la  familia de genes E2F  y el  cáncer de mama esporádico,  se observaron 
diferencias en la MAF entre casos y controles para dos cambios del gen VDR. Dicho gen 
codifica  el  receptor  de  vitamina  D3,  cuyo  metabolito  detectado,  1,25D  (1α,25‐
dihydroxivitamin D3 o  calcitriol,  la  forma activa de  la vitamina D3)  (Trang et al., 1998), 
modula  la  expresión  de  genes  específicos  de  proliferación  celular,  apoptosis  y 
diferenciación de una forma tejido‐específica y protege frente al cáncer de mama (Deeb 
et al., 2007; Jurutka et al., 2001). El cambio sinónimo rs731236 (p.Ile352Ile, TaqI) de VDR, 
presentó un OR estimado por  alelo menor de 0,84  (95%  I.C. 0,71‐0,99, p=0,034),  y  se 
mantuvo  en  el  análisis multivariante  para  los  factores  de  confusión  aplicados  en  esta 
tesis doctoral. El SNP rs731236 está en DL con otros polimorfismos en el extremo 3’ del 
gen en poblaciones caucásicas como es  la población española. Estudios  funcionales de 
estos  polimorfismos  han  evaluado  la  implicación  putativa  de  la  regulación  de  la 
transcripción, procesamiento del ARNm y traducción de VDR, sin resultados concluyentes 
(Durrin et al., 1999). El cambio no sinónimo genotipado en VDR, rs2228570 (p.Met1Thr, 
FokI,  rs10735810),  por  su  parte,  presentó  una  asociación  no  significativa  con  la 








ambos  análisis  podría  ser  debida  a  la  estrecha  relación  entre  la  función  de  VDR  y  la 
etiología hormonal del cáncer de mama  (Gilad et al., 2005; Gilad and Schwartz, 2007). 
Estudios  funcionales  realizados  en  este  SNP  han  descrito  que  el  alelo menor  “A”  de 
rs2228570, parece estar  asociado  al uso de un  codón de  inicio  alternativo  al utilizado 
comúnmente, que produce una proteína más larga con un menor potencial de recepción 
de  1,25D  (Arai  et  al.,  1997).  Estudios  previos  realizados  en  VDR  no  han  encontrado 
evidencia  de  asociación  entre  los  dos  SNPs mencionados  arriba  y  el  cáncer  de mama 
(Abbas et al., 2008; Bretherton‐Watt et al., 2001; Buyru et al., 2003; Curran et al., 1999; 
Hou et al., 2002; John et al., 2007; McCullough et al., 2007). Sin embargo, estos estudios 




Asimismo,  estudios  epidemiológicos  han mostrado  que  existe  asociación  entre  bajos 
niveles  de  1,25D  circulantes  y  el  incremento  del  cáncer  de  mama,  colorrectal  y  de 
próstata, mientras que se ha descrito  la posible asociación entre variantes polimórficas 
en VDR  y el  incremento de  cáncer primario o metastático en mama,  colon  y próstata 
(Bikle et al., 2005; Cui and Rohan, 2006; Deeb et al., 2007; Guy et al., 2004), aunque su 
significado  funcional  sigue  siendo desconocido. Esto puede explicarse debido  a que el 
cáncer de mama podría estar, en parte,  influenciado por efectos en  la  variación de  la 
toma  de  vitamina D  a  través  de  la  dieta  y  la  exposición  solar,  en  conjunción  con  los 
polimorfismos  de  VDR.  A  fin  de  encontrar  implicaciones  clínicas  en  los  hallazgos  de 
genotipado,  se  realizó  el  estudio  de  asociación  entre  los  SNPs  de  VDR  y  varias 


















un  tumor de alto grado  (p=0,001),  lo cual puede  indicar el potencial carcinogénico de 
este  SNP  localizado  en el  intrón  1 del  gen, una  región que,  en numerosas ocasiones, 
interviene en  la expresión génica  junto con el promotor del gen. El SNP rs2328489, de 
localización  intrónica  en  E2F3,  muestra  por  su  parte  una  asociación  a  la  patología 
atendiendo a  las muestras de menor grado  tumoral  (p=0,040). No  se detectó ninguna 
otra asociación tras  la estratificación de  la muestra para ningún miembro de  la  familia 
E2F y, dado que no existen trabajos que apoyen las asociaciones detectadas, de nuevo la 
replicación en una población independiente se perfila como la mejor alternativa para la 
confirmación  de  las  mismas.  Asimismo,  se  han  detectado  asociaciones  a  cáncer  de 
mama esporádico para SNPs  localizados en  los genes BUB1B, STK6 y RB1, al considerar 




de  STK6,  está  regulada  por  la  proteína BRCA1,  que  ejerce  su  efecto  en  la  progresión 
mitótica (Bae et al., 2005) y, además, se ha destacado como un marcador que reconoce 
hasta un 80% del tejido tumoral mamario en parafina (Yuan et al., 2006). De este modo, 
testar  su  implicación  en  la  susceptibilidad  a  cáncer  de mama  esporádico  se  presentó 
interesante, aunque pocos trabajos han descrito este hecho (Lo et al., 2007) y de nuevo, 
ninguno  responde  a  un  análisis  de  características  clínicas  y  tumorales  como  el 
desarrollado  en  la  presente  tesis.  RB1,  por  su  parte,  ha  sido  tradicionalmente 


























Estudios  de  Asociación  para  Cáncer  de Mama  han  llegado  a  resultados  concluyentes 




sus  resultados.  Éstos  indican  que  los  SNPs  denominados  SNPs  reguladores  (SNPr) 
pueden  ejercer  funciones  de  importancia  en  las  enfermedades  complejas  como  es  el 
cáncer  de  mama  esporádico.  Así  por  ejemplo,  el  grupo  de  Easton  y  colaboradores 
detectó, a través de GWAS,  la asociación de SNPs en cinco nuevas regiones con cáncer 
de mama esporádico que  incluían  regiones putativas  reguladoras de  los genes FGFR2, 
TNRC9,  LSP1, MAP3K1  y  una  región  intergénica  en  8q24,  y  tres  de  estos  genes  se 
relacionaron con el control del ciclo celular (Easton et al., 2007). Ello ha abierto el campo 
al  estudio  de  este  tipo  de  genes  que  no  se  habían  considerado  hasta  ahora  para  el 
cáncer de mama  (Driver  et al., 2008).  Estudios posteriores en  amplias  colecciones de 
muestras  indicaron el mismo perfil de asociación de  SNPr a  cáncer de mama. Así por 
ejemplo, variantes localizadas en el intrón 2 de FGFR2 se asociaron con cáncer de mama 















una  región promotora  pueda  estar  asociado  al  cáncer de mama  esporádico no  es un 
concepto nuevo en la literatura, y muchos son los trabajos que han relacionado cambios 
en  la  región  promotora  de  varios  genes  con  una  expresión  alterada  de  las  proteínas 
codificantes y con una asociación a cáncer de mama (Chan et al., 2009; Rokavec et al., 
2007; Sun et al., 2007). Asimismo, se han encontrado diversos SNPs en 3’UTR de genes 
candidatos  de  bajo  riesgo  para  cáncer  de mama  que  han  presentado  asociación  a  la 
patología (Brendle et al., 2008; Sprague et al., 2007), aunque en la mayoría de los casos 
la  implicación  funcional  de  estos  SNPs  en  la  expresión  génica  es  desconocida.  Como 
innovación en el estudio de SNPr, en  la presente tesis doctoral hemos propuesto a  los 
SNPr que se encuentran en 3’UTR no directamente localizados en las regiones de unión 
de miRNAs  como  cambios  con  una  posible  función  en  el  correcto  funcionamiento  de 
este sistema. Esto encuentra apoyo en que  los SNPs que se encuentran en  los sitios de 
unión  tienen  una menor  densidad  y  frecuencia  que  aquellos  localizados  fuera  de  los 
mismos al producir, en muchos casos, cambios deletéreos (Chen and Rajewsky, 2006; Yu 
et al., 2007). Esto puede abrir un nuevo campo de búsqueda de SNPs causales de riesgo 










































rs33917318  en  región  promotora  entre  los  casos  con  cáncer  de mama,  pero  sin 
significación estadística. 
2. El  estudio  completo de  los  genes  de  la  familia  FANC  y  genes  cuyas proteínas  se 
relacionan  con  esta  familia  de  proteínas  ha  reportado  la  asociación  de  cambios 




3. El  cambio  rs3213180,  localizado  en  3’UTR  de  E2F1,  presenta  una  tendencia  a 
asociación con cáncer de mama esporádico que  llega a  la significación estadística 
entre  las  pacientes  con  una  edad  de  diagnóstico  mayor  de  50  años.  Dicho 








5. El  estudio  de  otros  genes  que  intervienen  en  el  control  del  ciclo  celular  ha 
reportado  la  asociación de  los  genes  E2F3, BUB1B,  STK6  y RB1  con el  cáncer de 







a. La  familia  de  genes  FANC  en  su  conjunto  no  parece  conferir  una  mayor 
susceptibilidad al cáncer de mama esporádico. 










































Alter BP, Greene MH, Velazquez  I, Rosenberg PS  (2003). Cancer  in Fanconi anemia. Blood 101: 
2072. 
Andreassen PR, D'Andrea AD, Taniguchi T  (2004). ATR  couples FANCD2 monoubiquitination  to 
the DNA‐damage response. Genes Dev 18: 1958‐63. 

























Barrett  JC,  Fry  B, Maller  J,  Daly MJ  (2005).  Haploview:  analysis  and  visualization  of  LD  and 
haplotype maps. Bioinformatics 21: 263‐5. 
Barroso E, Fernandez LP, Milne RL, Pita G, Sendagorta E, Floristan U et al (2008). Genetic analysis 









Baynes  C,  Healey  CS,  Pooley  KA,  Scollen  S,  Luben  RN,  Thompson  DJ  et  al  (2007).  Common 
variants  in  the  ATM,  BRCA1,  BRCA2,  CHEK2  and  TP53  cancer  susceptibility  genes  are 
unlikely to increase breast cancer risk. Breast Cancer Res 9: R27. 
Bergman‐Jungestrom M, Gentile M,  Lundin AC, Wingren  S  (1999). Association between CYP17 
gene polymorphism and risk of breast cancer in young women. Int J Cancer 84: 350‐3. 












Bogdanova  N,  Cybulski  C,  Bermisheva M,  Datsyuk  I,  Yamini  P,  Hillemanns  P  et  al  (2008).  A 
nonsense mutation  (E1978X)  in  the ATM gene  is associated with breast  cancer. Breast 
Cancer Res Treat. 
Bogliolo M, Lyakhovich A, Callen E, Castella M, Cappelli E, Ramirez MJ et al (2007). Histone H2AX 
and  Fanconi  anemia  FANCD2  function  in  the  same  pathway  to maintain  chromosome 
stability. Embo J 26: 1340‐51. 
Bond  GL,  Hu W,  Bond  EE,  Robins  H,  Lutzker  SG,  Arva  NC  et  al  (2004).  A  single  nucleotide 
polymorphism  in  the MDM2 promoter  attenuates  the p53  tumor  suppressor pathway 
and accelerates tumor formation in humans. Cell 119: 591‐602. 
Bonnen  PE,  Wang  PJ,  Kimmel  M,  Chakraborty  R,  Nelson  DL  (2002).  Haplotype  and  linkage 
disequilibrium architecture for human cancer‐associated genes. Genome Res 12: 1846‐53. 
Bradbury  AR,  Olopade  OI  (2007).  Genetic  susceptibility  to  breast  cancer.  Rev  Endocr  Metab 
Disord 8: 255‐67. 
Brendle A, Lei H, Brandt A, Johansson R, Enquist K, Henriksson R et al (2008). Polymorphisms in 





Bridge  WL,  Vandenberg  CJ,  Franklin  RJ,  Hiom  K  (2005).  The  BRIP1  helicase  functions 





















BRCA1  promoter  influence  transcription  and  are  associated  with  decreased  risk  for 
breast cancer in Chinese women. J Med Genet 46: 32‐9. 
Chen K, Rajewsky N  (2006). Natural  selection on human microRNA binding  sites  inferred  from 
SNP data. Nat Genet 38: 1452‐6. 




Chen  WY,  Bertone‐Johnson  ER,  Hunter  DJ,  Willett  WC,  Hankinson  SE  (2005).  Associations 
between  polymorphisms  in  the  vitamin  D  receptor  and  breast  cancer  risk.  Cancer 
Epidemiol Biomarkers Prev 14: 2335‐9. 












Cliby  WA,  Roberts  CJ,  Cimprich  KA,  Stringer  CM,  Lamb  JR,  Schreiber  SL  et  al  (1998). 




Comings DE, Gade‐Andavolu R, Cone LA, Muhleman D, MacMurray  JP  (2003). A multigene  test 
for the risk of sporadic breast carcinoma. Cancer 97: 2160‐70. 



































de  Jong MM, Nolte  IM,  te Meerman GJ, van der Graaf WT, Oosterwijk  JC, Kleibeuker  JH et al 
(2002). Genes other  than BRCA1  and BRCA2  involved  in breast  cancer  susceptibility.  J 
Med Genet 39: 225‐42. 
De Nicolo A, Tancredi M, Lombardi G, Flemma CC, Barbuti S, Di Cristofano C et al (2008). A novel 

























Durrin  LK, Haile RW,  Ingles  SA, Coetzee GA  (1999). Vitamin D  receptor 3'‐untranslated  region 
polymorphisms: lack of effect on mRNA stability. Biochim Biophys Acta 1453: 311‐20. 
Easton DF (1994). Cancer risks in A‐T heterozygotes. Int J Radiat Biol 66: S177‐82. 




(2004).  STK15  polymorphism  and  breast  cancer  risk  in  a  population‐based  study. 
Carcinogenesis 25: 2149‐53. 








Fei P, Yin  J, Wang W  (2005). New advances  in  the DNA damage  response network of Fanconi 
anemia and BRCA proteins. FAAP95 replaces BRCA2 as the true FANCB protein. Cell Cycle 
4: 80‐6. 




Freedman ML,  Penney  KL,  Stram DO,  Le Marchand  L, Hirschhorn  JN,  Kolonel  LN  et  al  (2004). 




Garcia‐Closas  M,  Hall  P,  Nevanlinna  H,  Pooley  K,  Morrison  J,  Richesson  DA  et  al  (2008). 

















(ATM)  kinase  and ATM  and  Rad3  related  kinase mediate  phosphorylation  of  Brca1  at 
distinct  and  overlapping  sites.  In  vivo  assessment  using  phospho‐specific  antibodies.  J 
Biol Chem 276: 17276‐80. 
Georges M,  Coppieters W,  Charlier  C  (2007).  Polymorphic miRNA‐mediated  gene  regulation: 
contribution to phenotypic variation and disease. Curr Opin Genet Dev 17: 166‐76. 
Ghoussaini M, Song H, Koessler T, Al Olama AA, Kote‐Jarai Z, Driver KE et al (2008). Multiple loci 





Gilad  LA,  Schwartz  B  (2007).  Association  of  estrogen  receptor  beta  with  plasma‐membrane 
caveola components:  implication  in control of vitamin D receptor.  J Mol Endocrinol 38: 
603‐18. 
Gordon SM, Alon N, Buchwald M  (2005). FANCC, FANCE, and FANCD2  form a  ternary complex 




Greene  FL,  Sobin  LH  (2009). A worldwide  approach  to  the TNM  staging  system: Collaborative 
efforts of the AJCC and UICC. J Surg Oncol. 
Grompe M (2002). FANCD2: a branch‐point in DNA damage response? Nat Med 8: 555‐6. 







Hallstrom  TC,  Mori  S,  Nevins  JR  (2008).  An  E2F1‐dependent  gene  expression  program  that 
determines the balance between proliferation and cell death. Cancer Cell 13: 11‐22. 
Han W, Kang D, Park  IA, Kim SW, Bae  JY, Chung KW et al  (2004). Associations between breast 
cancer  susceptibility  gene polymorphisms  and  clinicopathological  features. Clin Cancer 
Res 10: 124‐30. 







Hinds DA,  Stuve  LL, Nilsen GB, Halperin  E,  Eskin  E,  Ballinger DG  et  al  (2005). Whole‐genome 
patterns of common DNA variation in three human populations. Science 307: 1072‐9. 
Hirschhorn  JN,  Daly MJ  (2005).  Genome‐wide  association  studies  for  common  diseases  and 
complex traits. Nat Rev Genet 6: 95‐108. 
Holzel M, van Diest PJ, Bier P, Wallisch M, Hoatlin ME, Joenje H et al (2003). FANCD2 protein  is 
expressed  in  proliferating  cells  of  human  tissues  that  are  cancer‐prone  in  Fanconi 
anaemia. J Pathol 201: 198‐203. 
Hong  CC,  Thompson HJ,  Jiang  C, Hammond GL,  Tritchler D,  Yaffe M  et  al  (2003).  Val158Met 











Howlett  NG,  Taniguchi  T,  Durkin  SG,  D'Andrea  AD,  Glover  TW  (2005).  The  Fanconi  anemia 
pathway  is  required  for  the DNA  replication  stress  response  and  for  the  regulation of 
common fragile site stability. Hum Mol Genet 14: 693‐701. 
Howlett NG,  Taniguchi T, Olson  S, Cox B, Waisfisz Q, De Die‐Smulders C  et al  (2002). Biallelic 
inactivation of BRCA2 in Fanconi anemia. Science 297: 606‐9. 
Hull  J, Campino  S, Rowlands  K, Chan MS, Copley RR,  Taylor MS  et al  (2007).  Identification of 
common genetic variation that modulates alternative splicing. PLoS Genet 3: e99. 
Hunter DJ, Kraft P,  Jacobs KB, Cox DG,  Yeager M, Hankinson  SE  et al  (2007). A  genome‐wide 
association  study  identifies  alleles  in  FGFR2  associated  with  risk  of  sporadic 
postmenopausal breast cancer. Nat Genet 39: 870‐4. 























Kahali  B,  Basak  S,  Ghosh  TC  (2007).  Reinvestigating  the  codon  and  amino  acid  usage  of  S. 
cerevisiae  genome:  a  new  insight  from  protein  secondary  structure  analysis.  Biochem 
Biophys Res Commun 354: 693‐9. 













Lesueur  F,  Song  H,  Ahmed  S,  Luccarini  C,  Jordan  C,  Luben  R  et  al  (2006).  Single‐nucleotide 
polymorphisms  in  the  RB1  gene  and  association  with  breast  cancer  in  the  British 
population. Br J Cancer 94: 1921‐6. 
Leveille  F, Blom  E, Medhurst AL, Bier  P,  Laghmani  el H,  Johnson M  et al  (2004).  The  Fanconi 
anemia gene product FANCF is a flexible adaptor protein. J Biol Chem 279: 39421‐30. 
Leveille F, Ferrer M, Medhurst AL, Laghmani el H, Rooimans MA, Bier P et al (2006). The nuclear 
accumulation  of  the  Fanconi  anemia  protein  FANCE  depends  on  FANCC.  DNA  Repair 
(Amst) 5: 556‐65. 
Levitus M, Waisfisz Q, Godthelp BC, de Vries Y, Hussain S, Wiegant WW et al  (2005). The DNA 
























p300  and  pRb2/p130‐E2F4/5‐HDAC1‐SUV39H1‐DNMT1  multimolecular  complexes 




Maiti  B,  Li  J,  de  Bruin  A,  Gordon  F,  Timmers  C,  Opavsky  R  et  al  (2005).  Cloning  and 
characterization  of mouse  E2F8,  a  novel mammalian  E2F  family member  capable  of 
blocking cellular proliferation. J Biol Chem 280: 18211‐20. 
Marek LR, Bale AE  (2006). Drosophila homologs of FANCD2 and FANCL  function  in DNA repair. 
DNA Repair (Amst) 5: 1317‐26. 











SNPs  in  Multi‐species  Conserved  Sequences  (MCS)  as  useful  markers  in  association 
studies: a practical approach. BMC Genomics 8: 266. 










Meetei  AR, Medhurst  AL,  Ling  C,  Xue  Y,  Singh  TR,  Bier  P  et  al  (2005).  A  human  ortholog  of 
archaeal DNA repair protein Hef  is defective  in Fanconi anemia complementation group 
M. Nat Genet 37: 958‐63. 
Meetei  AR,  Yan  Z,  Wang  W  (2004b).  FANCL  replaces  BRCA1  as  the  likely  ubiquitin  ligase 
responsible for FANCD2 monoubiquitination. Cell Cycle 3: 179‐81. 
Meijers‐Heijboer H, van den Ouweland A, Klijn J, Wasielewski M, de Snoo A, Oldenburg R et al 













cumulative  risks  of  breast  and  ovarian  cancer  for  carriers  of mutations  in  BRCA1  and 
BRCA2  attending  genetic  counseling units  in  Spain. Clinical Cancer Research  14:  2861‐
2869. 
Milne  RL,  Ribas  G,  Gonzalez‐Neira  A,  Fagerholm  R,  Salas  A,  Gonzalez  E  et  al  (2006).  ERCC4 
associated with breast cancer risk: a two‐stage case‐control study using high‐throughput 
genotyping. Cancer Res 66: 9420‐7. 
Mishra  PJ,  Banerjee  D,  Bertino  JR  (2008).  MiRSNPs  or  MiR‐polymorphisms,  new  players  in 
microRNA mediated  regulation  of  the  cell:  Introducing microRNA  pharmacogenomics. 
Cell Cycle 7: 853‐8. 
Mishra PJ, Humeniuk R, Longo‐Sorbello GS, Banerjee D, Bertino  JR  (2007). A miR‐24 microRNA 






between manganese  superoxide  dismutase  (MnSOD)  gene  polymorphism  and  breast 
cancer risk. Carcinogenesis 22: 827‐9. 
Monteiro  AN,  Zhang  S,  Phelan  CM,  Narod  SA  (2003).  Absence  of  constitutional  H2AX  gene 
mutations in 101 hereditary breast cancer families. J Med Genet 40: e51. 
Montes de Oca R, Andreassen PR, Margossian SP, Gregory RC, Taniguchi T, Wang X et al (2005). 






Moynahan ME,  Pierce  AJ,  Jasin M  (2001).  BRCA2  is  required  for  homology‐directed  repair  of 
chromosomal breaks. Mol Cell 7: 263‐72. 




















Notredame  C,  Higgins  DG,  Heringa  J  (2000).  T‐Coffee:  A  novel method  for  fast  and  accurate 
multiple sequence alignment. J Mol Biol 302: 205‐17. 
O'Donnell KA, Wentzel  EA,  Zeller  KI, Dang CV, Mendell  JT  (2005).  c‐Myc‐regulated microRNAs 
modulate E2F1 expression. Nature 435: 839‐43. 
Ohashi A, Zdzienicka MZ, Chen  J, Couch FJ  (2005). Fanconi anemia complementation group D2 
(FANCD2)  functions  independently  of  BRCA2‐  and  RAD51‐associated  homologous 
recombination in response to DNA damage. J Biol Chem 280: 14877‐83. 
Oldenburg  RA, Meijers‐Heijboer  H,  Cornelisse  CJ,  Devilee  P  (2007).  Genetic  susceptibility  for 
breast cancer: how many more genes to be found? Crit Rev Oncol Hematol 63: 125‐49. 
Osorio  A,  Barroso  A, Martinez  B,  Cebrian  A,  San  Roman  JM,  Lobo  F  et  al  (2000). Molecular 
analysis  of  the  BRCA1  and  BRCA2  genes  in  32  breast  and/or  ovarian  cancer  Spanish 
families. Br J Cancer 82: 1266‐70. 
Ouchi M, Fujiuchi N, Sasai K, Katayama H, Minamishima YA, Ongusaha PP et al  (2004). BRCA1 
phosphorylation by Aurora‐A  in  the  regulation of G2  to M  transition.  J Biol Chem 279: 
19643‐8. 
Ovcharenko  I, Nobrega MA, Loots GG, Stubbs L  (2004). ECR Browser: a  tool  for visualizing and 
accessing data from comparisons of multiple vertebrate genomes. Nucleic Acids Res 32: 
W280‐6. 
Palacios  J,  Robles‐Frias  MJ,  Castilla  MA,  Lopez‐Garcia  MA,  Benitez  J  (2008).  The  molecular 
pathology of hereditary breast cancer. Pathobiology 75: 85‐94. 





















Pooley KA, Baynes C, Driver KE, Tyrer  J, Azzato EM, Pharoah PD et al  (2008). Common  single‐
nucleotide polymorphisms  in DNA double‐strand break  repair genes and breast cancer 
risk. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 17: 3482‐9. 




















































Scheijen B, Bronk M, van der Meer T, De  Jong D, Bernards R  (2004). High  incidence of  thymic 
epithelial tumors in E2F2 transgenic mice. J Biol Chem 279: 10476‐83. 











Shabalina  SA,  Ogurtsov  AY,  Spiridonov  NA  (2006).  A  periodic  pattern  of  mRNA  secondary 
structure created by the genetic code. Nucleic Acids Res 34: 2428‐37. 
Shen  R,  Fan  JB,  Campbell  D,  Chang W,  Chen  J,  Doucet  D  et  al  (2005).  High‐throughput  SNP 
genotyping on universal bead arrays. Mutat Res 573: 70‐82. 
Simin K, Wu H, Lu L, Pinkel D, Albertson D, Cardiff RD et al (2004). pRb inactivation in mammary 
cells  reveals  common  mechanisms  for  tumor  initiation  and  progression  in  divergent 
epithelia. PLoS Biol 2: E22. 
Sims AE,  Spiteri  E,  Sims RJ,  3rd, Arita AG,  Lach  FP,  Landers  T  et  al  (2007).  FANCI  is  a  second 
monoubiquitinated member of the Fanconi anemia pathway. Nat Struct Mol Biol 14: 564‐
7. 
Smith  TR,  Miller  MS,  Lohman  K,  Lange  EM,  Case  LD,  Mohrenweiser  HW  et  al  (2003). 
Polymorphisms of XRCC1 and XRCC3  genes and  susceptibility  to breast  cancer. Cancer 
Lett 190: 183‐90. 
Sorlie  T,  Perou  CM,  Tibshirani  R,  Aas  T,  Geisler  S,  Johnsen  H  et  al  (2001).  Gene  expression 





Soule  HD,  Vazguez  J,  Long  A,  Albert  S,  Brennan M  (1973).  A  human  cell  line  from  a  pleural 
effusion derived from a breast carcinoma. J Natl Cancer Inst 51: 1409‐16. 
Sprague BL, Trentham‐Dietz A, Garcia‐Closas M, Newcomb PA, Titus‐Ernstoff L, Hampton JM et al 






Stacey  SN,  Manolescu  A,  Sulem  P,  Rafnar  T,  Gudmundsson  J,  Gudjonsson  SA  et  al  (2007). 















phase‐specific  interaction  of  the  Fanconi  anemia  protein,  FANCD2,  with  BRCA1  and 
RAD51. Blood 100: 2414‐20. 
Taniguchi  T,  Garcia‐Higuera  I,  Xu  B,  Andreassen  PR,  Gregory  RC,  Kim  ST  et  al  (2002b). 
Convergence  of  the  fanconi  anemia  and  ataxia  telangiectasia  signaling  pathways.  Cell 
109: 459‐72. 






Tavtigian SV, Simard  J, Rommens  J, Couch F, Shattuck‐Eidens D, Neuhausen S et al  (1996). The 
complete BRCA2 gene and mutations in chromosome 13q‐linked kindreds. Nat Genet 12: 
333‐7. 
Thompson D, Easton D  (2004). The  genetic epidemiology of breast  cancer  genes.  J Mammary 
Gland Biol Neoplasia 9: 221‐36. 
Thompson D, Szabo CI, Mangion  J, Oldenburg RA, Odefrey F, Seal S et al  (2002). Evaluation of 




















Trang  HM,  Cole  DE,  Rubin  LA,  Pierratos  A,  Siu  S,  Vieth  R  (1998).  Evidence  that  vitamin  D3 
increases  serum 25‐hydroxyvitamin D more efficiently  than does vitamin D2. Am  J Clin 
Nutr 68: 854‐8. 
Vaclavicek A,  Bermejo  JL, Wappenschmidt  B, Meindl A,  Sutter  C,  Schmutzler  RK  et  al  (2007). 




van den Heuvel S, Dyson NJ  (2008). Conserved  functions of  the pRB and E2F  families. Nat Rev 
Mol Cell Biol 9: 713‐24. 
van  der Groep  P, Hoelzel M, Buerger H,  Joenje H,  de Winter  JP,  van Diest  PJ  (2008).  Loss  of 
expression of FANCD2 protein  in  sporadic and hereditary breast  cancer. Breast Cancer 
Res Treat 107: 41‐7. 









transcript  levels  are  a  strong determinant of  favorable breast  cancer outcome. Breast 
Cancer Res 9: R33. 
Walsh T, Casadei S, Coats KH, Swisher E, Stray SM, Higgins J et al (2006). Spectrum of mutations 
in BRCA1, BRCA2, CHEK2, and TP53  in  families at high  risk of breast cancer.  Jama 295: 
1379‐88. 
Wang A,  Schneider‐Broussard R,  Kumar AP, MacLeod MC,  Johnson DG  (2000a). Regulation of 
BRCA1 expression by the Rb‐E2F pathway. J Biol Chem 275: 4532‐6. 




Wang  X,  Andreassen  PR,  D'Andrea  AD  (2004b).  Functional  interaction  of monoubiquitinated 
FANCD2 and BRCA2/FANCD1 in chromatin. Mol Cell Biol 24: 5850‐62. 
Wang  X,  D'Andrea  AD  (2004).  The  interplay  of  Fanconi  anemia  proteins  in  the  DNA  damage 
response. DNA Repair (Amst) 3: 1063‐9. 
Wang Y, Cortez D, Yazdi P, Neff N, Elledge SJ, Qin  J  (2000b). BASC, a super complex of BRCA1‐










Catechol‐O‐methyltransferase  gene  polymorphism  and  post‐menopausal  breast  cancer 
risk. Carcinogenesis 24: 681‐7. 
















Yoshida K, Miki Y  (2004). Role of BRCA1 and BRCA2 as  regulators of DNA  repair,  transcription, 
and cell cycle in response to DNA damage. Cancer Sci 95: 866‐71. 
Yu Z, Li Z, Jolicoeur N, Zhang L, Fortin Y, Wang E et al (2007). Aberrant allele frequencies of the 
SNPs  located  in microRNA  target  sites  are potentially  associated with human  cancers. 
Nucleic Acids Res 35: 4535‐41. 
Yuan B, Xu Y, Woo  JH, Wang Y, Bae YK, Yoon DS et al  (2006).  Increased expression of mitotic 
checkpoint genes in breast cancer cells with chromosomal instability. Clin Cancer Res 12: 
405‐10. 
Yuan SS, Lee SY, Chen G, Song M, Tomlinson GE, Lee EY  (1999). BRCA2  is  required  for  ionizing 
radiation‐induced assembly of Rad51 complex in vivo. Cancer Res 59: 3547‐51. 
Zacharatos P, Kotsinas A, Evangelou K, Karakaidos P, Vassiliou LV, Rezaei N et al (2004). Distinct 
expression  patterns  of  the  transcription  factor  E2F‐1  in  relation  to  tumour  growth 
parameters in common human carcinomas. J Pathol 203: 744‐53. 
Zhang  SY,  Liu  SC, Al‐Saleem  LF, Holloran D, Babb  J, Guo  X  et  al  (2000).  E2F‐1:  a  proliferative 
marker of breast neoplasia. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 9: 395‐401. 














































































CoCM CME CMA  Total 
N % N % N %  N  % 
Instituto Palacios  463 30,3 ‐ ‐ ‐ ‐  463  15,1
Colegio de Abogados 288 18,9 ‐ ‐ ‐ ‐  288  9,4
Centro Nacional de Transfusiones  287 18,8 ‐ ‐ ‐ ‐  287  9,4
Hospital Clínico de Barcelona  63 4,1 ‐ ‐ ‐ ‐  63  2,1
Instituto Catalán de Oncología  57 3,7 ‐ ‐ ‐ ‐  57  1,9
Centro de Investigación del Cáncer   13 0,9 ‐ ‐ ‐ ‐  13  0,4
Hospital Monte Naranco  ‐ ‐ 389 30,9 5 1,8  394  12,9
Hospital La Paz  ‐ ‐ 270 21,4 1 0,4  271  8,9
Fundación Jiménez Díaz  176 11,5 238 18,9 1 0,4  239  7,8
Hospital San Pau  ‐ ‐ 115 9,1 ‐ ‐  115  3,8
Hospital Clínico San Carlos  ‐ ‐ 102 8,1 ‐ ‐  102  3,3
Hospital de Salamanca  ‐ ‐ 100 7,9 ‐ ‐  100  3,3
Hospital de Valencia ‐ ‐ 28 2,2 ‐ ‐  28  0,9
Desconocido  655 42,9 677 53,7 275 99,6  1.607  52,5




















































































































Gen  SNP  Oligonucleótido Directo  Oligonucleótido Reverso Oligonucleótido de Extensión
ATR 
rs12635931  ACGTTGGATGGAATTCCAGAATAGCCAGCG ACGTTGGATGACTCCTCTGTTTCAGCTACC TCGGTATCCACTAAAAGACT
rs6782400  ACGTTGGATGGACTGAAAGCACATGTGAAA ACGTTGGATGATATCTCAGTACATGGCACC CTAGATTTCCAGTTTGGAGAA
rs7636909  ACGTTGGATGCCCCAACCAACTACTATTCC ACGTTGGATGAGATTCAAGGTGATTCTCTC TGTTTCCCCAATTGCTAT
FANCC 
rs1045276  ACGTTGGATGCAATAGCTGCTAGGAGTACC ACGTTGGATGCGAGGTGAGCTGAGACTTTC ACGCACCCACTCTAACT
rs4647554  ACGTTGGATGCTCCGTTTTGAGGTATGAGC ACGTTGGATGGGATCTATTAGCATTGCCAC CAAAGTTTTGCTGGATTAGAAG
rs554879  ACGTTGGATGGGATGCTAAAAATAGTTGCTG ACGTTGGATGCTTCCCTAAATGCAGCATTC CGGTTTAAGGATTGTATTAGTGTGA
FANCE  rs760782  ACGTTGGATGCTAGAACCTGTATGTGGCTG ACGTTGGATGCCATGGCTGTGCCTCCTCA CCCTCGCCCCGCCAGAGAGGAAAACA
FANCG 
rs1053318   ACGTTGGATGGTTCAGCTACAGTCTGACTC ACGTTGGATGGCCTACCAAATGAAAATCGC TCTGACTCTGGACAGGG
rs2258240  ACGTTGGATGAAGGCCCACTAGAAAAGGAG ACGTTGGATGTCAGGTACACACATACGTGC GGGGAAACTGGGGATGAGACTTA
rs568300   ACGTTGGATGCTCTCCATCTCAATGCTCAG ACGTTGGATGATGCTTCTTTCATGCCCACC CCCCCAATGCTCAGCAGGTAGGT
FANCJ 
rs7220740   ACGTTGGATGCAGACTTGAAAGTGGTTCAG ACGTTGGATGAAATGGCCCATAACCCCAAG GGGAAAGGGCATGAGGCAAC
rs8080599  ACGTTGGATGGCCTCCATTCTACTGTAAGG ACGTTGGATGGTGACTGTGTGACTTTAGGG ACAATGCTGAAAGACATTTATTAA





























Anexo  I.10. Descripción  de  los  genes  de  reparación  del ADN  seleccionados  para  el  estudio  y  las 
referencias bibliográficas que determinaron su elección. 

















































      Cromosoma ‐  Posición  Localización  Cambio  MAF caucásico 
Gen  SNP  ‐ Posición  génica  génica  nucleotídico  HapMap 
ATM 
rs228589  11‐107598418  ‐351  5' corriente arriba  A>T  0,48 
rs189037  11‐107599043  274  5'UTR  A>G  0,49 
rs625120  11‐107600430  1661  Intrón 1  C>T  0,40 
rs228590  11‐107601351  2582  Intrón 1  C>T  0,40 
rs228599  11‐107612870  14101  Intrón 5  G>A  0,48 
rs599164  11‐107625649  26880  Intrón 9  G>A  0,48 
rs637064  11‐107646119  47350  Intrón 18  T>C  0,40 
rs1800058  11‐107665560  66791  Exón 29 (Phe1420Leu)  C>T  0,06 
rs647681  11‐107666462  67693  Intrón 29  G>A  0,38 
rs1801516  11‐107680672  81903  Exón 37 (Asp1853Asn)  G>A  0,18 
rs660429  11‐107686721  87952  Intrón 39  A>C  0,48 
rs227060  11‐107710091  111322  Intrón 54  C>T  0,22 
rs227064  11‐107712603  113834  Intrón 56  A>G  0,47 
rs172896  11‐107722259  123490  Intrón 58  T>G  0,48 
rs664143  11‐107730871  132102  Intrón 61  T>C  0,48 
rs170548  11‐107740046  141277  Intrón 61  T>C  0,22 
rs4585  11‐107744838  146069  3'UTR  G>T  0,47 
ATR 
rs6782400  3‐143778058  2283  Intrón 1  A>C  0,40 
rs7636909  3‐143743252  37089  Intrón 17  A>G  0,46 
rs12635931  3‐143647433  132908  3' corriente abajo  T>C  0,11 
BRCA1 
rs799906  17‐38531642  ‐648  5' corriente arriba  T>C  0,36 
rs799923  17‐38505457  25537  Intrón 6  G>A  0,31 
rs1799949  17‐38498992  32002  Exón 10 (Ser694Ser)  C>T  0,35 
rs16941  17‐38497961  33033  Exón 10 (Gly1038Glu)  A>G  0,36 
rs8176199  17‐38484050  46944  Intrón 12  A>C  0,26 
rs1799966  17‐38476620  54374  Exón 15 (Gly1613Ser)  A>G  0,35 
rs8176265  17‐38467522  63472  Intrón 18  G>A  0,35 
rs8176318  17‐38450800  80194  3'UTR  G>T  0,35 
FANCA 
rs2376879  16‐88412323  ‐1757  5' corriente arriba  C/G  ‐ 
rs7190823  16‐88393544  17022  Exón 9 (Ala266Thr)  T>C  0,44 
rs1057042  16‐88385123  25443  Intrón 14  A>G  0,39 
rs2239359  16‐88376981  33585  Exón 16 (Ser501Gly)  C>T  0,38 
rs3785275  16‐88369530  41036  Intrón 20  G>C  0,39 
rs7195066  16‐88363824  46742  Exón 26 (Asp809Gly)  C>T  0,23 
rs2238526  16‐88354224  56342  Intrón 29  A>G  0,38 
rs1800359  16‐88332762  77804  Intrón 42  C>T  0,33 
FANCB 
rs11795930  X‐14798736  2369  Intrón 1  C>T  0,11 
rs5935816  X‐14793869  7236  Intrón 1  A>G  0,39 
rs2905223  X‐14778727  22378  Intrón 5  G>A  0,31 
FANCC 
rs554879  9‐97107630  12175  Intrón 1  G>C  0,49 
rs4647554  9‐96902522  217283  3'UTR  T>C  0,40 
rs1045276  9‐96888505  231300  3' corriente abajo  C>T  0,11 
FANCD1/ 
BRCA2 
rs206116  13‐31786483  ‐1134  5' corriente arriba  C>T  0,48 
rs3092989  13‐31787363  ‐254  5' corriente arriba  G>A  0,10 
rs1801439  13‐31804980  17363  Exón 10 (Ser455Ser)  A>G  0,03 
rs1801406  13‐31809888  22271  Exón 11 (Lys1132Lys)  A>G  0,32 
rs206079  13‐31818618  31001  Intrón 12  A>G  0,47 
rs9534262  13‐31834646  47029  Intrón 16  T>C  0,43 
rs3764791  13‐31849111  61494  Intrón 21  A>C  0,23 
rs206146  13‐31854757  67140  Intrón 24  G>A  0,29 
rs15869  13‐31871012  83395  3'UTR  A>C  0,29 
FANCD2 
rs781871  3‐10041805  ‐1308  5' corriente arriba  T>A  0,35 
rs33917318  3‐10042797  ‐316  5' corriente arriba  T>C  0,22 
rs17032268  3‐10042972  ‐141  5' corriente arriba  C>T  0,17 








rs4019784  3‐10081408  38295  Intrón 22  C/T  ‐ 
rs3864017  3‐10081532  38419  Exón 23 (Pro714Leu)  G>A  0,23 
 (continuación)  Cromosoma ‐  Posición  Localización  Cambio  MAF caucásico 
Gen  SNP  ‐ Posición  génica  génica  nucleotídico  HapMap 
FANCD2 
rs9811771  3‐10108949  65836  Intrón 38  A>G  0,11 
rs2272125  3‐10113069  69956  Exón 42 (Leu1366Leu)  A>C  0,14 
rs7647987  3‐10115696  72583  Intrón 42  A>T  0,21 
rs34305518  3‐10116056  72943  3'UTR  T>A  0,22 
rs3826  3‐10116065  72952  3'UTR  A>C  0,23 
rs11716842  3‐10116184  73071  3'UTR  C>T  0,31 
FANCE  rs2395626  6‐35530732  2616  Intrón 1  T>G  0,44 
rs760782  6‐35556167  28051  3' corriente abajo  G>A  0,31 
FANCF  rs3740615  11‐22603942  ‐10  5'UTR  C>T  0,13 
rs4447177  11‐22602601  1331  3'UTR  A>G  0,15 
FANCG 
rs568300  9‐35083020  ‐13007  5' corriente arriba  C>T  0,42 
rs2258240  9‐35050955  19058  3' corriente abajo  C>T  0,20 
rs1053318  9‐35046961  23052  3' corriente abajo  G>T  0,21 
FANCI 
rs7168941  15‐87599981  11783  Intrón 2  G>A  0,07 
rs16942918  15‐87605115  16917  Intrón 4  G>A  0,36 
rs8032440  15‐87652595  64397  Intrón 34  G>C  0,08 
rs3087374  15‐87660998  72800  3'UTR  G>T  0,08 
FANCJ/ 
BRIP1 
rs8080599  21‐57314371  ‐18834  5' corriente arriba  C>T  0,12 
rs2048718  21‐57295601  ‐64  5' corriente arriba  C>T  0,35 
rs4988340  21‐57295415  122  Intrón 1  G>A  0,21 
rs4988351  21‐57212591  82946  Intrón 12  C>G  0,27 
rs9897928  21‐57198812  96725  Intrón 14  T>A  0,22 
rs1557720  21‐57141156  154381  Intrón 17  T>A  0,46 
rs4986765  21‐57118247  177290  Exón 19 (Glu879Glu)  G>A  0,40 
rs4988357  21‐57117896  177641  Intrón 19  T>A  0,33 
rs7220740  21‐57095575  199962  3' corriente abajo  C>A  0,28 
FANCL 
rs3771224  2‐58313533  8485  Intrón 1  C>T  0,24 
rs1011314  2‐58276496  45522  Intrón 7  G>A  0,30 
rs848289  2‐58245074  76944  Intrón 8  T>A  0,37 
FANCM 
rs8020533  14‐44720563  45663  Intrón 15  G>A  0,07 
rs226984  14‐44721431  46531  Intrón 16  A>G  0,29 
rs226981  14‐44732075  57175  Intrón 20  G>A  0,55 
rs3736772  14‐44735218  60318  Exón 21 (Ala1812Pro)  G>C  0,08 
FANCN/ 
PALB1 
rs8058061  16‐23560521  ‐342  5' corriente arriba  A>G  0,06 
rs249941  16‐23552239  7940  Intrón 4  C>T  0,17 
rs16940342  16‐23552087  8092  Intrón 4  A>G  0,10 
rs447529  16‐23540924  19255  Intrón 9  G>C  0,19 
H2AX 
rs8551  11‐118472734  ‐1365  5’ corriente arriba  C>T  0,46 
rs7759  11‐118472501  ‐1132  5’ corriente arriba  A>G  0,43 
rs7350  11‐118470258  1111  Intrón 1  C>T  0,41 
OGG1 
rs159153  3‐9764875  ‐830  5' corriente arriba  T>C  0,24 
rs125701  3‐9765478  ‐227  5' corriente arriba  G>A  0,13 
rs3219008  3‐9770543  4838  Intrón 3  A>G  0,19 
rs1052133  3‐9773773  8068  Intrón 6  C>G  0,22 
USP1 
rs9436223  62676135  1164  Intrón 1  C>T  0,46 
rs614665  62682562  7591  Intrón 5  T/C  ‐ 









Anexo  I.12. Descripción de  los genes de control del ciclo celular  seleccionados para el estudio y  las 
referencias bibliográficas que determinaron su elección. 










E2F1  Transcription factor E2F1  (Powers et al., 2004; Rogoff and Kowalik, 2004; Vuaroqueaux
et al., 2007; Zacharatos et al., 2004) 
E2F2  Transcription factor E2F2 (Scheijen et al., 2004; Timmers et al., 2007) 
E2F3  Transcription factor E2F3 (Timmers et al., 2007) 










































      Cromosoma ‐  Posición  Localización  Cambio  MAF caucásico 
Gen  SNP  ‐ Posición cr.  génica  génica  nucleotídico  HapMap 
BRG1  rs7935  19‐10966608  34002  Exón 9 (H508H)  C>T  0,29 
rs1801514  19‐10997124  64518  Exón 22 (M1035I)  C>A  0,35 
BUB1B 
rs3759839  15‐38238880  ‐1650  5’ corriente arriba  G>A  0,47 
rs3214012  15‐38244421  3891  Intrón 1  G>T  0,28 
rs1801376  15‐38265123  24593  Exón 8 (R349Q)  A>G  0,27 
rs2305653  15‐38281790  41260  Intrón 12  T>C  0,35 
rs4924437  15‐38307000  66470  3’ corriente abajo  A>T  0,29 
c‐MYC  rs2070583  8‐128822436  4938  3’UTR  A>G  0,01 
E2F1 
rs3213150  20‐31735862  2009  Intrón 1  C>T  0,26 
rs2071056  20‐31729174  8697  Intrón 4  T>C  0,27 
rs3213180  20‐31727285  10586  3’UTR  C>G  0,13 
rs3213183  20‐31726623  11248  3’ corriente abajo  C>T  0,27 
E2F2 
rs2742976  1‐23730589  ‐289  5’ corriente arriba  G>T  0,40 
rs3218148  1‐23724374  5926  Intrón 1  C>T  0,50 
rs2075995  1‐23720051  10249  Exón 4 (Q226H)  C>A  0,38 
rs3218175  1‐23718329  11971  Intrón 4  G>A  0,13 
rs3218211  1‐23708381  21919  3’UTR  C>T  0,48 
E2F3 
rs4712494  6‐20516898  6521  Intrón 1  T>C  0,25 
rs911361  6‐20523032  12655  Intrón 1  C>T  0,48 
rs2328489  6‐20526382  16005  Intrón 1  C>G  0,25 
rs4134957  6‐20593843  83466  Intrón 4  T>C  0,23 
rs3763276  6‐20594544  84167  Intrón 4  G>A  0,32 
rs1322842  6‐20596876  86499  Intrón 6  C>T  0,42 
rs1042317  6‐20600974  90597  3’UTR  C>T  0,24 
E2F4  rs3729639  16‐65783002  ‐567  5’ corriente arriba  C>T  0,07 
E2F5  rs4150884  8‐86289031  12123  Intrón 1  A>G  0,50 
rs3808538  8‐86308563  31655  Intrón 5  A>C  0,25 
EP300  rs20552  22‐39880986  62433  Exón 17(T1061T)  T>A  0,33 
MDM2 
rs1144943  12‐67486012  ‐2235  5'upstream  G>T  0.50 
rs937282  12‐67488064  ‐183  5’ corriente arriba  G>C  0,46 
rs937283  12‐67488431  184  5’UTR  G>A  0,48 
rs1470383  12‐67493429  5192  Intron 2  T>C  0.16 
rs1201644  12‐67500958  12711  Intron 5  C>T  0.45 
rs3730590  12‐67506903  18656  Intron 7  C>T  0.25 
rs1695144  12‐67510209  21962  Intron 8  A>G  0.13 
rs2589285  12‐67511942  23695  Intron 8  G>T  0.37 
rs3730646  12‐67518247  30000  Intrón 10  A>G  0,50 
rs3730654  12‐67519173  30926  Intrón 10  T>C  0,00 
RB1 
rs9568029  13‐47766536  ‐9348  5’ corriente arriba  C>T  0,28 
rs1573601  13‐47774358  ‐1526  5’ corriente arriba  C>A  0,25 
rs2804094  13‐47790993  15109  Intrón 2  G>T  0,03 
rs4151441  13‐47799876  23992  Intrón 2  T>C  0,13 
rs520342  13‐47814896  39012  Intrón 3  C>T  0,25 
rs4151474  13‐47819541  43657  Intrón 4  T>A  0,02 
rs399413  13‐47846570  70686  Intrón 12  G>A  0,26 
rs9568036  13‐47869937  94053  Intrón 17  A>G  0,38 
rs1894255  13‐47887813  111929  Intrón 17  A>G  0,24 
rs2854344  13‐47895694  119810  Intrón 17  G>A  0,06 
rs1951775  13‐47914064  138180  Intrón 17  G>T  0,28 
rs198575  13‐47926351  150467  Intrón 18  T>C  0,03 
rs198577  13‐47929538  153654  Intrón 19  C>G  0,03 
rs198580  13‐47931748  155864  Intrón 19  A>G  0,01 
RB1  rs198590  13‐47936678  160794  Intrón 21  G>A  0,26 
rs367438  13‐47947233  171349  Intrón 24  T>C  0,01 









STK6  rs1468056  20‐54399395  1363  Intrón 1  G>C  0,60 
rs2273535  20‐54394948  5810  Exón 4 (I31F)  A>T  0,18 
(continuación)   Cromosoma ‐  Posición  Localización  Cambio  MAF caucásico 
Gen  SNP  ‐ Posición cr.  génica  génica  nucleotídico  HapMap 
STK6 
rs1047972  20‐54394870  5888  Exón 4 (V57I)  G>A  0,19 
rs6014711  20‐54394480  6278  Intrón 4  G>A  0,80 
rs911160  20‐54390970  9788  Intrón 6  G>C  0,79 
rs1044377  20‐54375312  25446  3’ corriente abajo  G>T  0,23 
VDR 
rs4516035  12‐46586093  ‐1012  5’ corriente arriba  T>C  0,45 
rs10735810  12‐46559162  25919  Exón 1 (M1T)  G>A?  0,44 
rs731236  12‐46525024  60057  Exón 11 (I352I)  T>C  0,44 
rs739837  12‐46524488  60593  3’UTR  T>G  0,43 
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